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(54) Oligonucleotide utilisable comnne amorce dans une methode d'amplification basee sur une 
replication avec deplacement de brin 



(57) Oligonucleotide comprenant: de 5' vers 3', une 
premiere partie comprenant un segment amoni et un 
segment aval formant une structure tige-boucle, et une 
seconde partie non susceptible d'auto-appariement, 
dans lequel la premiere partie comprend au moins un 
agent bloquant, capable de bloquer la replication par 
une polymerase dudit oligonucleotide, de lagon qu'au 



moins une partie du segment aval soit r6pliqu6e et de 
ta^on que le segment amont ne soit r6pliqu6 ni totale- 
ment ni partiellement. 

Cet oligonucleotide est utilisable comme amorce 
dans un proc^d^ d'amplification cyclique d'une sequen- 
ce cible d'un acide nucl^ique. 
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Description 

La pr6sente invention concerne des oligonucleotides capables de former des structures de type tige-boucle pr6- 
sentant la proprtdtd de ne pas dtre recopiablas en totality par una ADN ou une ARN potymdrase et pouvant sarvir 

5 d'amorces de replication pour ces m§mes enzymes. L'invention concerne 6galement un proc6d6 d'amplification d'aci- 
des nucieiques ^ I'aide de telles amorces. 

II est souvent ndcessaire. dans les technologies relatives aux acides nucl^iques et au matdriel gdndtlque, de 
determiner si un g^ne, une partie de g^ne ou une sequence nucl^otidique est pr6sent chez un organisme vivant, dans 
un extrait cellulaire de cet organisme ou dans un echantillon biologique. 

10 L'int6rdt de la recherche de sequences nucl6otidiques specifiques est immense, notamment pour la detection 

d'organismes pathog^nes. ta determination de la presence d'alietes, la detection de la presence de lesions dans un 
genome hote et la detection de la presence d'un ARNm particuller ou de la modification d'un hole cellulaire. Les ma- 
ladies genetiques telles que la maladie de Huntington, la myopathie de Duchenne, la phenylcetonurie et la (J-thalas- 
semie peuvent §tre diagnostiquees par le biais de I'analyse de I' ADN des individus. De plus, le diagnostic ou I'identi- 

^5 fication des virus, viroTdeS: bacteries, champignons, protozoaires ou quelque autre forme de vie v6getale ou animate 
peut etre realise par des experiences d'hybridation avec des sondes nucleiques. 

Dans les quelques exemples cites precedemment, apres avoir identifie une sequence specifique d'un organisme 
ou d'une maladie, il convient d'extratre les acides nucleiques d'un echantillon, et de determiner si cette sequence est 
presente. De nombreuses methodes de detection ont ete developpees dans ce but. Ces methodes, et particulierement 

20 celles qui requierent la detection de polynucleotides, reposent sur les proprietes d'appariement purlne-pyrimidine des 
brins complementaires d*acides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN. Ce processus d'ap- 
pariement s'effectue par Tetablissement de liaisons hydrogene entre les bases adenine-thymine (A-T) et guanine- 
cytosine (G-C) de I'ADN double brin ; des paires de bases adenine-uracile (A-U) peuvent egalement se former par 
liaison hydrogene dans les duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement de brins d'acides nucleiques pour la de- 

25 termination de la presence ou de I'absence d'une molecule d'acide nucleique donnee est communement appeiee 
"hybridation d'acides nucleiques" ou simplement "hybridation". 

Pour !a mise en oeuvre de l'invention, il est generalement necessaire qu'une ou plusieurs sequences specifiques 
de la cible aient ete prealablement identifiees. La methode la plus directe pour detecter la presence d'une sequence 
cible dans un echantillon d'acides nucleiques est d'obtenir une "sonde" dont la sequence est suffisamment comple- 
te mentaire d'une partie de I'acide nucleique cible pour s'hybrider a celui-ci. La sonde ainsi synthetisee peut etre appliqu6e 
dans un echantillon contenant des acides nucleiques, et si la sequence cible est presente, la sonde s'hybridera pour 
former un produit de reaction. En I'absence de sequence cible et en evitant tout phenomene d'hybridation non speci- 
fique, aucun produit de reaction ne sera forme. Si la sonde synthetisee est couplee a un marqueur detectable, le produit 
de reaction peut etre detecte en mesurant la quantite de marqueur present. Les transferts de type Southern (Southern 

35 E.M.: 1 975. J. Mot. BioL. 98 : 503), ou Northern, ou la technique du Dot-Blot ou Thybridation sandwich (Dunn, A.R. et 
Hassel, J. A., 1977. Celi 12 : 23) constituent des exemples de methodes utilisables. 

La principale ditficulte de cette approche est, cependant, qu'elle n'est pas directement applicable aux cas ou le 
nombre de copies de la sequence cible presentes dans un echantillon est faible. 11 est alors difficile de distinguer un 
signal signtficatif. c'est-a-dire de distinguer la fixation specifique d'une sonde sur sa sequence cible de la fixation non 

40 specifique de !a sonde sur une sequence differente de la sequence cible. Une des solutions a ce probleme consiste 
a augmenter le signal de detection par une reaction supplementalre visant a multiplier prealablement de maniere 
specifique le nombre de copies d'un fragment d'acide nucleique, dit sequence cible, present dans un echantillon. Cette 
technique est couramment appeiee « amplification ». 

Plusieurs techniques d'amplification de cible sont decrites dans la litterature. Elles reposent principalement soit 

45 sur la repetition de cycles de synthese d'ADN par elongation d'amorces nucleotidlques hybridees sur la sequence cible 
a amplifier par une ADN polymerase ('Polymerase Chain Reaction", dite PCR, brevets des Etats Unis d'Amerique n'*4 
683 195, 4 683 202 et 4 800 159; demande de brevet Europeen n^O 201 184 ; "Ligase Chain Reaction*, dite LCR. 
demande de brevet Europeen n° 0 320 306 ; "Repair Chain Reaction ", dite RCR, demande de brevet international n=* 
WO 90/01069): soit sur la repetition de cycles de synthese d'ARN In vitro., par reaction de transcription par une ARN 

50 polymerase ADN ou ARN dependante dont Tactivite est obligatoirement associee a une region specifique dite region 
promotrice, renfermant une sequence ou une structure jouant le role de promoteur (technique dite TAS, decrite dans 
la demande de brevet international n°WO88/10315 ; "Self-Sustained Sequence Replication", dite 3SR, decrite dans 
la demande de brevet international n** WO 90/06995 et la demande de brevet Europeen n'O 373 960 ; "Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification", dite NASBA, d6crite dans la demande de brevet international n'WO9l/028l8 et la 

55 demande de brevet Europeen n'^O 329 322 ; "Single Primer Sequence Replication", dite SPSR, decrite dans le brevet 
des Etats Unis d'Amerique n* 5 194 370 et "Ligation Activated Transcription", dite LAX decrite dans le brevet des ^tats 
Unis d'Amerique n" 5 194 370). 

N6anmoins, toutes ces techniques d'amplification poss6dent au moins un inconvenient important. Dans certains 
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cas (PCR, LCR ou RCR), i'lnconvenient la plus important est la necessita da raaliser da nombraux cyclas da tempe- 
ratur<)^fin da dtssocier las produrts da reaction da la clbla. La r^lisatton da tels cyclas successifs da tamp^rature 
constitue un inconvenient pour I'automatisation da cas techniques et augmante consid6rablement la temps r6actionnel 
ndcassaira ^ ramplification. Un autre inconvenient de cartainas techniques d'amplification est la limitation de la laifte 

s du produit de reaction d'ampllfication. Les techniques telles que la RCR ou la LCR ne permettent d'amplifier que la 
sequence de la cible correspondant aux amorces et aux sondes nucieottdtques utilis^es dans le processus d'ampllfi- 
cation. Le bruit de fond non sp6cifique (c'est ^ dire an absence de la cible) est 6galement un s6rieux inconvenient de 
techniques telles que la LCR. Un autre inconvenient majeur de cartainas techniques d'amplification reside dans le 
nombre eieve d'activites enzymatiques impliquees dans le processus d'amplification. Les methodes deriv6es de la 

^0 TAS, telles que la 3SR ou la NASBA requiferent au molns quatre activtt6s enzymatiques (ADN polymerase ADN-d6- 
pendante, ADN polymerase ARN-dependante, ARN polymerase ADN dependante, RNase H), voire cinq dans le cas 
de la LAT qui utilise en plus une ADN ligase. II est par consequent tres difficile de rendre ces techniques performantes 
du fait de la ditficulte de parvenir k des conditions reactionnelles satisfaisant simultanement ces quatre ou cinq activites 
enzymatiques. Enfin, si diverses techniques d'amplification ont recours k des activites de nucleases (exonuciease, 

IS endonuciease, RNase) comme moyen de separation de brins d'acides nucieiques (demande de brevet Europeen n' 
0 500 224), leur utilisation est neanmoins prejudiciable, en raison du risque de degradation de ta cible ou du produit 
de reaction par des activites parasites parfois presentes dans des preparations de nucleases. En consequence, I'ac- 
tivite de ces nucleases doit etre rigoureusement dosee, afin de maintenir un equilibre entre Taction des difTerentes 
enzymes impliquees, Au vu de ces nombreuses limrtations, d'autres methodes d'amplification alternatives a ces me- 

20 thodes ont ete proposees. 

La methode "Strand Displacement Amplification", dite SDA, decrile dans le brevet des Etats Unis d'Amerique n"5 
270 184, permet une multiplication isotherme (37'*C) d'une sequence d'ADN cible a I'aide d'une enzyme de restriction 
appropriee et d'une ADN polymerase ADN-dependante depourvue d'activite exonuciease (Walker et ai, 1 992. Proc. 
Natl. Acad. Sci USA 89 :392-396). Elle est basee sur I'hybridation d'amorces oligonucleotidiques contenant une se- 

25 quence de reconnaissance d'une enzyme de restriction a leur extremite 5'. On procede a une elongation de ces amorces 
par I'ADN polymerase en presence d'au moins un nucleotide modifie (5'[-thioJdNTP). l_a digestion de I'ADN par I'en- 
donuclease de restriction provoque la coupure du brin correspondant a I'amorce, laissant intact le brin complementaire 
modifie. L'ADN polymerase peut alors realiser I'extension des amorces generees et libere un brin d'ADN dans le milieu 
reactionnel grace a la propriete de deplacement de brin de I'ADN polymerase. Ce brin tibere peut fixer une nouvelle 

30 amorce contenant une sequence de fixation d'enzyme de restriction et le cycle peut recommencer Une methode 
similaire a la SDA utilisant une activite exonuciease au lieu d'une endonuciease, appelee "exonuclease-mediated 
strand displacement amplification", est decrite dans la demande de brevet Europeen n" 0 500 224. 

Cependant. ces methodes presentent eties aussi des inconvenients affectant leur efficacite. Ainsi, elles sont limi- 
tees par le type de sequence cible a amplifier, puisque cette sequence ne doit pas comporter de site de restriction 

35 correspondant a I'endonuclease utilisee dans le procede. II est done indispensable de connaitre, sinon la sequence 
nucleique du fragment a amplifier, au moins la carte de restriction dudit fragment. En outre, eel inconvenient est accru 
par le choix des endonucleases de restriction qui est restreint a celles ayant la capacite de diver un site de reconnais- 
sance hemiphosphorothioate et plus generalement des sites comportant des nucleotides modifies. Outre les inconve- 
nients lies a la synthese chimique des nucleotides modifies, ce procede d'amplification a un rendement limite en raison 

40 de la faible efficacite de I'incorporation enzymatique des nucleotides modifies. 

Une autre technique d'amplification isotherme utilisant, comme la PCR, deux amorces et une ADN polymerase a 
ete decrite (brevet des Etats Unis d'Amerique n°5 223 414). Cette technique utilise la proteine Rec A pour complexer 
une premiere amorce nucleotidique a une extremite 3' d'un brin d'acide nucleique et une seconde amorce a I'extremite 
3' du brin complementaire de cet acide nucleique, en presence d'ATP. Les complexes ainsi realises sont ensuite mis 

45 en presence d'une ADN polymerase et de desoxyribonucleosides triphosphates. Plusieurs cycles d'amplification sont 
ainsi reaiisables dans des conditions isotharmes. Toutefois, le rendement d'amplification obtenu est plus faible que 
celui de la PCR car I'etape de separation des brins compiementaires d'acides nucieiques fait appel au processus de 
recombinaison qui est plus lent et plus aieatoire que la denaturation thermique. De plus, cette methode repose sur 
I'utilisation d'une proteine (Rec A) conjointement a une polymerase, ce qui rend difficile son optimisation. 

50 Certaines techniques d'amplification font intervenir des amorces ou des sondes nucieiques presentant une struc- 

ture particutiere. Ainsi, dans le cas de la methode dite LAT (brevet des Etats Unis d'Amerique n" 5 194 370), I'ampli- 
fication des sequences cibles, basee sur la transcription, repose sur I'installation par ligation d'une structure tige-boucle 
de nature ADN comprenant, au sein de la sequence formant la tige, un promoteur fonctionnel pour une ARN polyme- 
rase. En outre, I'extremite 3* de I'oligonucieotide portant la structure tige-boucle est bloquee et ne peut par consequent 

55 servir d'amorce pour une ADN polymerase. D'autres travaux decrivent une utilisation similaire d'une sequence promo- 
trice contenue dans una structure de type tige-boucle (damandes de brevet Europeen n'O 451 591 , 0 534 345, demande 
da brevet Allemand nM2 13 029, Carpenter etaL, 1993. Clin. Chem. 39 :1 934-1 938, Krupp et Soil, 1987,. FEBS Lett. 
2 : 271-275). La demande de brevet PCT n* WO 93/17127 d6crit I'utilisation d*oligonucl6otides de nature ADN formant 
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uno structure tiga-boucle, ligues aux extramites de la cibls ADN, dans un procede d'amplification de typa PGR a i'aide 
d'une seule amorce. La demande da brevet Europden rt°0 530 112 ddcrit una technique d'amplification nnettant en jeu 
la collaboration d'una origin© de r6plication et d'une sequence r6p6t6e invers6e susceptible de tonmer une structure 
tige-boucle. L'utilisation d'amorces contenant une m in {structure tige-boucle a 6galement 6t6 d6crite par Caetano et 

5 Gresshofl (1 994, Bio/Technolgy 1 2:61 9-623). L'utilisation de ces amorces arbitral rement d6finies, mais pr6sentant une 
mini tige-boucle, coupl6e ^ la technique d'amplification PGR. permet d'obtenir un grand nombre de fragments d'acide 
nucldique amplifies qui sont de tallies hdtdrog^nes et qui ndcessitent une 6Xape de separation ^lectrophor^tique afin 
de rdaliser des empreintes gdn^tiques. 

Las diff^rents proc^d^s d^crits ci-dessus mettent en jeu des oligonucleotides particuliers pouvant presenter une 

10 structure tige-boucle. uniquement dans le but sort d'installer en une seule 6tape un promoteur fonctionnel en amont 
de la sequence k amplifier, soit de permettre I'hybridation d'amorces sp6cifiques dans la boucle localis§e en amont 
de la sequence cible puis ramplification par elongation d'amorce comme dans le cas de la PGR. Ainsi, aucune de ces 
techniques d'amplification ne permet d'6chapper aux divers inconv6nients des autres techniques mentionn6es plus 
haut. 

IS Gompte tenu de I'anatyse pr6c6dente, la conception de nouvelles m6thodes d'amplification apparatt souhaitable, 

et la presente invention a notamment pour objet une methode d'amplification cyclique d'une sequence nucleotidique 
cible, pouvant fonctionner de maniere Isotherme, et presentant I'avantage de n'utiliser qu'une polymerase d'acide 
nucleique en presence de nucleosides triphosphates. 

Dans la presente demande, ['expression "amont" designe une region situee du cote de Textremite 5* de I'acide 

20 nucleique ou de la sequence polynucleotidique dont il s'agit, et I'expression "aval" designe une region situee du cote 
de I'extremite 3' dudit acide nucleique ou de ladite sequence polynucleotidique. 

Par sequence homologue d'une autre sequence, on designe une sequence capable de s'hybrider avec une se- 
quence strictement complementaire de fadite autre sequence. 

Par molecule d'acide nucleique "auto-appariee", on designe une molecule dont au moins une sequence nucleique 

25 qui la compose est hybridee avec une sequence nucleique de la meme molecule d'acide nucleique ; on parle alors 
d'auto-appariements ou d'appariements intramoleculaires par opposition aux appariements intermoleculaires qui met- 
tent en jeu deux molecules d'acide nucleique dislinctes. 

Le terme "nucleosides triphosphates" (NTP) designe indifferemment des desoxyribonucleosides triphosphates 
(dNTP) et/ou des ribonucleosides triphosphates (rNTP). 

30 Les termes "fragment d'acide nucleique", "segment d'acide nucleique", "region d'acide nucleique" ou "oligonucleo- 

tide" tels qu'utilises dans la presente demande, designent un fragment d'ADN ou d'ARN naturel, un polynucleotide 
naturel ou de synthese, pouvant contenir eventuellement au moins une base modifiee telle que I'inosine, la methyl- 
5-desoxycytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine. la diamino-2.6-purine. la bromo-5-desoxyuridi- 
ne, la pseudouridine, la pseudoisocytidine ou toute autre base modifiee permettant I'hybridation. Ce polynucleotide 

35 peut aussi etre modifie au niveau de la liaison internucteotidique (comme par exemple les liaisons phosphorothioate, 
H-phosphonate, alkyi phosphonate), au niveau du squelette comme c'est le cas par exemple pour les alpha-oligonu- 
cleotides (brevet frangais n* 2 607 507) ou les PNA (Egholm ef a/., 1992. J. Am. Chem. Soc. 114:1895-1897). Dans 
un polynucleotide modifie, plusieurs des modifications qui viennent d'etre mentionnees peuvent etre presentes en 
combinaison. 

40 Le terme 'sequence nucleique" designe un enchainement precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de 

definir un fragment, un segment ou une region d'acide nucleique tels que definis ci-dessus. 

Le terme "amorce" designe une molecule comprenant une structure oligonucleotidique simple brin composee d'au 
moins cinq nucleotides. Ces nucleotides peuvent etre des desoxyribonucleotides et/ou des ribonucleotides. Ces nu- 
cleotides peuvent etre modifies comme decrit precedemment dans le paragraphe relatif a la description du terme 

45 "fragment d'acide nucleique". Les amorces oligonucleotidiques, une fois hybridees sur une sequence d'acide nucleique 
(ADN, ARN, ou molecule chimere ADN-ARN) sensiblement complementaire, constituent des substrats pour des po- 
lymerases. Les amorces oligonucleotidiques hybridees sur une sequence d'acide nucleique ont la propriete de fixer a 
leur extremite 3'OH une polymerase. La polymerase peut alors allonger I'amorce a partir de son extremile 3'OH, en 
presence de nucleotides adequats, conduisant ainsi a la synthese d'un brin complementaire de la sequence matrice 

50 sur laquelle est hybridee ladite amorce. Une amorce peut egalement etre constituee par hybridation de I'extremite 
d'une sequence d'acide nucleique simple brin sur elle-mame, conduisant notamment a la formation de structures se- 
condaires dites en epingle a cheveux ou tiges-boucles. 

Par structure "tige-boucle", on d6signe toute structure secondaire impliquant au moins une partie nucl6otidique, 
k I'intdrieur de laquelle un brin d'une sequence d'acide nucleique s'apparie, par des liaisons hydrog^ne intramol^cu- 
laires, avec une autre partie de la meme molecule d'acide nucleique afin de constituer une region "auto-appariee' dite 
"tige" de nature double brin et une region "boucle" non appari6e Iocalis6e k une extr6mit6 de ladite tige. Lorsque la 
boucle est de longueur nulle, on se trouve dans le cas particulier de tige-boucle appel6 "6pingle k cheveux' ou palin- 
drome. De telles structures "tige-boucle" peuvent notamment se former si une sequence nucleotidique presente deux 
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soquencQS repetees invsrsoes separees, par exemple, par au moins un nucleotide ou par un bras de nature hydro- 
carbon 6 e. 

On appelle « agent bloquant » un agent capable de bloquer la replication d'une matrice d'acida nucldique par une 
polymerase d'acide nucldique (ADN polymerase, ARN polymerase, transcriptase inverse ou replicase). De tels agents 

5 sont connus. Un agent bloquant peut dtre un compose nucieique (par exemple un nucleotide modifie). ou non nucieique, 
qui n'est pas reconnu comme matrice par la polymerase concem6e. L'agent bloquant peut etre un bras hydrocarbone 
insere entre deux nucleotides de la matrice nucieique ^ I'endroit ou Ton desire arrdter la replication. L'expression « 
bras hydrocarbone signifie ici «bras essentiellement hydrocarbone » : il s'agit par exemple d'un bras potymethy!6ne 
qui peut etre insere entre deux nucleotides par exemple par reaction d'un diol ou d'une diamine (voir la partie expen- 
se mentale ci-apres). Un tel groupement polym6thyiene peut comporter des substituants ou §tre interrompu par un ou 
plusteurs heteroatomes d'oxygfene, de soutre ou d'azote par exemple. 

On appelle *«replication>* toute reaction catalysee par une polymerase d'acide nucieique, qui aboutil a la copie 
d'une matrice nucieique, generalement sous la forme de son compiementaire. La polymerase etant notamment une 
ADN polymerase, une ARN polymerase, une transcriptase inverse ou une replicase. 

IS Par "activite de deplacement de brin", on deslgne le phenomfene par lequel un agent biologique. chimique ou 

physique, par exemple une ADN polymerase, provoque la dissociation progressive d'un acide nucieique d'avec son 
brin compiementaire auquel il elait apparie, en conjonction avec la neo-synthese d'un acide nucieique compiementaire 
dudit brin compiementaire (matrice). Le deplacement de brin commence a I'extremite 5' de t'acide nucieique ainsi 
deplace et se poursuit dans la direction 5' -> 3' tandis que la neo-synthese d'acide nucieique se poursuit immediatement 

20 en amont du site de deplacement. L'acide nucieique neo-synthetise (formant un duplex avec ta matrice) et I'acide 
nucieique deplace oblenu (sous forme de monobrin) ont generalement la meme sequence nucleotidique qui est com- 
piementaire du brin d'acide nucieique matrice. L'activile de deplacement de brin peut resider sur la meme molecule 
que celle ayant I'activite de synthese d'acide nucieique^ et particulierement la synthese d'ADN, ou elle peut etre une 
activite separee et independante. Des ADN polymerases telles que I'ADN polymerase I d'E. coii, le fragment de Klenow 

25 de I'ADN polymerase 1, I'ADN polymerase du bacteriophage T7 ou T5, la transcriptase inverse du virus HIV sont des 
enzymes qui possedent a la fois I'activite polymerase et I'activite de deplacement de brin. Des agents tels que les 
helicases peuvent etre utilises en conjonction avec des agents inducteurs qui ne possedent pas d'activite de depla- 
cement de brin. afin de produire Teftet de deplacement de brin. c'est a dire le deplacement d'un acide nucieique couple 
a la synthese d'un acide nucieique de meme sequence. De meme. des proteines telles que Rec Aou la Single Strand 

30 Binding Protein d'E. cx>//ou d'un autre organisme peuvent etre utilisees pour produire ou tavoriser le deplacement de 
brin, en conjonction avec d'autres agents inducteurs. Pour plus de details et une discussion du deplacement de brin, 
on peut consulter Kornberg et Baker (1992, DNA Replication, 2nd Edition, p. 113-225, Freeman, New York). Lacapacite 
de deplacement de brin permet notamment I'ouverture d'une structure de type tige-boucle, en conjonction avec la 
synthase d'au moins une partie de cette structure de type tige-boucle. 

35 Par "promoteur" d'une ARN polymerase, on designe une sequence ou une structure capable de dinger I'initiation 

de la transcription. Les sequences promotrices (sous forme de double brin) de differents types d'ARN polymerases 
sont bien connues. Outre les promoteurs naturels des ARN polymerases^ on peut utiliser egalement des sequences 
raccourcies derivees des promoteurs naturels et ayant conserve leur fonctionnalite. D'autres structures capables d'ini- 
tler la transcription sont par exemple des 'bulles' ou "boucles" telles que decrites par M^llegaard et at. (1994, Proc. 

40 Nati Acad. Sci. USA 91 : 3892-3895) et Aiyar et af. (1994. J. Biol. Chem. 269 : 13179-13184). 

Par sequence "sens" d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la sequence du brin dudit promoteur (double 
brin) dont I'extremite 3' est contigue au site d'initiation de la transcription qui est defini par ce meme promoteur. 

Par sequence "anti-sens" d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la sequence du brin dudit promoteur 
(double brin) dont I'extremite 5' est contigue au nucleotide compiementaire du site d'initiation de la transcription qui 

45 est defini par ce meme promoteur. 

L'invention a done pour objet un oligonucleotide comprenant, de son extremlte 5' vers son extremite 3': 

une premiere partie capable d'auto-appariement pour former une structure tige-boucle comprenant un segment 
amont et un segment aval apparies, 
50 - et une seconde partie non susceptible d'auto-appariement, caracterise par le fait que ladite premiere partie com- 
prend au moins un agent bloquant^ capable de bloquer la replication par une polymerase dudit oligonucleotide, 
de fapon qu'au moins une partie du segment aval soit repliquee et de fagon que le segment amont ne soit replique 
ni totalement ni partiellement. 

55 L'agent bloquant est par exemple tel que la partie susceptible d'etre repliquee du segment aval a une longueur 

d'au moins 2 nucleotides, et en particuliar d'au moins 3 nucleotides, ou d'au moins 5 nucleotides. 

L'extremite aval du segment amont et I'extremite amont du segment aval de roligonucieotide peuvent etre reliees 
par une boucle nucieique ou non nucieique. 
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Les S9gnri9nts amont et aval peuvent contenir chacun de 2 a 30, el en particulier de 3 a 15 nucleotides. 

L'agent bloquant comprend par exempla au morns un nucleotide modifi^ non recopiable par une polymerase, ou 
un bras hydrocarbon^. La boucle peut contenir l'agent bloquant. 

L'oligonucl6otide peut contenir, entre les premiere et deuxiSme parties, une troisidme partie contenant la sequence 
5 sens d'un promoteur pour une ARN polymerase. 

Selon un mode de realisation particulier, Toligonucieotide de I'invention est caracterise par le fait que ladite deuxie- 
me partie contlent de 5 ^ 40 nucleotides. 

^oligonucleotide de I'invention peut dtre utilise comme amorce dans un procede d'amplification d'une sequence 
cible d'un acide nucl6ique, ladite sequence cible comprenant une sequence aval d*au moins 5 nucleotides, et dans ce 
10 cas ladite deuxieme partie contient k son extremtte 3' une sequence capable de s'hybrtder avec ladite sequence aval 
de la cible. 

L'invention concerne egalement un procede d'amplification cyclique d'une sequence cible d'un acide nucleique, 
ladite sequence cible comprenant^ son extremite 5' une region amont et^son extremite 3' une region aval, comprenant 
les etapes consistant k : 

IS 

obtenir un polynucleotide simple brin comprenant un premier segment correspondant a la sequence cible a am- 
plifier, un second segment situe en amont de I'extremite 5' du premier segment et un troisieme segment situe en 
aval de I'extremfte 3' du premier segment, 

20 (edit second segment dudit polynucleotide simple brin etant homologue de ladite premiere partie d'un oligonucleotide 
tel que defini ci-dessus, et ledit troisieme segment dudit polynucleotide simple brin ayant une sequence quelconque, 

mettre ledit polynucleotide en presence de : 

25 (a) une premiere amorce telle que definie ci-dessus^ capable de s'hybrider avec la region aval de la sequence 

cible, etant entendu qu'au moins la partie aval du segment aval de la premiere partie de la premiere amorce 
est complementaire du troisieme segment du polynucleotide simple brin, 

eventuellement une seconde amorce telle que definie ci-dessus, capable de s'hybrider avec une region aval 
de la sequence complementaire de la sequence cible, cette region aval etant complementaire de ladite region 
30 amont de la sequence cible, etant entendu que la premiere partie de la seconde amorce est celle dont le 

second segment dudit polynucleotide simple brin est I'homologue, 

(b) une troisieme amorce dont la sequence est homologue d'au moins une partie aval de la sequence du 
segment aval de ladite premiere partie de la premiere amorce. 

(c) une quatrieme amorce dont la sequence est homologue d'au moins une partie de la sequence du segment 
55 aval de ladite premiere partie constituant ledit second segment dudit polynucleotide simple brin, 

et (d) un systeme enzymatique contenant au moins une activite de replication dudit acide nucleique et une 
activite de deplacement de brin, 

et faire incuber le melange obtenu dans des conditions permettant Thybridation et le fonctionnement desdites 
^0 activites enzymatiques. 

Dans un mode de realisation particulier de ce procede, la premiere amorce peut contenir la sequence sens d'un 
promoteur. comme mentionne plus haut, et le procede est alors caracterise par le fait que ledit polynucleotide simple 
brin contient. entre son premier segment et son troisieme segment, un quatrieme segment complementaire de ladite 
sequence sens contenue dans la premiere amorce^ et par le fait que ledit systeme enzymatique contient en outre une 
activite d'ARN polymerase sous la dependance dudit promoteur. 

Sefon un autre mode de realisation particulier non exclusif du mode de realisation particulier precedent, la seconde 
amorce est presente et contient egatement une sequence sens d'un promoteur, et le procede est alors caracterise par 
le fait que ledit polynucleotide simple brin contient, entre son premier segment et son deuxieme segment, un segment 
50 supplementaire dont la sequence est celle de la sequence sens contenue dans la deuxieme amorce, et que ledit 
systeme contient en outre une activite d'ARN polymerase sous la dependance dudit promoteur correspondant a cette 
sequence sens contenue dans la deuxieme amorce. 

Des modes de realisation particuliers vont maintenant 3tre decrits en faisant, le cas echeant, reference aux dessins 
annexes dans lesquels : 

55 La figure 1 decrit un oligonucleotide selon I'invention composee d'une sequence capable de former une structure 

de type auto-appariee lige-boucte et renfenmant au moins un agent bloquant I'eiongatton par une polymerase d'acide 
nucleique. Les lignes verticales, segments (a) et (a'), representent une sequence d'acide nucleique appartenant k la 
tige (region auto-appari6e) et la partie en arc de cercle une structure de nature nucleique et/ou hydrocarbon ee formani 
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la boucle. segment (e). Les lignes horizontates fines discontinues synnbolisent las liaisons hydrogens etablies entre 
les nuclSotidds compl^mentaires hybrid^s au sein de la tiga. La polarity des acides nucldique est indiqude par leurs 
extr6nnit6s 5' et 3'. 

La figure 2 ddcrit la replication d'une molecule comportant une structure de type tige-boucte et renfermant au 

s moins un agent bloquant r^longation par une polymerase d'acide nuclSique, k I'atde par exemple d'une ADN polyme- 
rase ou une ARN polymerase (ADN et/ou ARN-dependantes) en presence de desoxyribonucieosides triphosphates 
(dNTPs) ou de ribonucieosides triphosphates (rNTPs), respectivement. La replication s'opere par exemple par elon- 
gation de 5* vers 3' d'une amorce oligonucieotidique, hybridee du c6te de I'extremite 3' d'un acide nucieique matrice 
contenant une structure de type tige-boucle. Les lignes droites representent une sequence d'acide nucieique et la 

10 partie en arc de cercle une structure formant la boucle. Le trait transversal situ6 dans la region de la boucle designe 
I'endroit k partir duquel la replication de la tige boucle se trouve bloquee. II s'ensult un decrochement de la polymerase 
(symbolisee par I'ellipse hachuree) de sa matrice. Le segment fortement epaissi indique la region de la tige recopiee 
par la polymerase. Les traits pointilies representent les extremltes non detlnies des acides nucieiques. 

La figure 3 d6crit comment en deplagant I'equilibre thermodynamlque on peut obtentr !a partie A des oligonucieo- 

^5 tides sous la forme d'une structure moieculaire auto-appariee tige-boucle k partir d'une molecule duplex. Les lignes 
droites representent une sequence d'acide nucieique et la partie en arc de cercle une structure formant une boucle. 
Le trait court transversal trace dans la region de la boucle designe I'endroit au-delA duquel la replication de la tige 
boucle ne peut plus se produire. Le trait fortement epaissi indique la region de la tige recopiee par la polymerase. Les 
traits pointilies representent les exlremites non definies des acides nucleiques, 

20 La figure 4 represente schematiquemenl un cas particulier d'amplification. conformement a I'invention, d'acides 

nucleiques utilisant un oligonucleotide comprenant une structure tige-boucle. Les lignes droites representent une se- 
quence d'acide nucieique et la partie en arc de cercle une structure formant la boucle. Le segment fortement epaissi 
indique la region de la tige recopiee par la polymerase, comme indique a propos de la figure 3. 

La figure 5 represente schematiquement un autre cas particulier d'amplification. conformement & i'invention, d'aci- 

25 des nucleiques utilisant un oligonucleotide comprenant une structure tige-boucle et renfemnant en outre une sequence 
sens d'un promoteur pour une ARN polymerase. Les lignes droites en traits fins representent une sequence d'ADN, 
les traits epais representant de I'ARN. Le segment fortement epaissi indique une region contenant une sequence sens 
de promoteur d'ARN polymerase. La partie en arc de cercle represente une structure formant la boucle. 

La figure 6 represente un histogramme des resultats obtenus conformement a I'exemple 2. La denslte optique 

30 (DO) indiquee en ordonnee est chiffree en milliemes. Le type de matrice est indique en abscisse : ARN (1) ou ADN 
(2). La colonne (noire) represente les essais en presence de tous les reactifs, y compris la transcriptase inverse el 
I'amorce de deplacemenl. La colonne 2 (hachuree) represente les essais en presence de tous les reactifs k I'exception 
de I'amorce de deplacement DISS. La colonne 3 (grisee) represente les essais en presence de tous les reactifs a 
I'exception de la transcripase inverse. 

35 La figure 7 represente un histogramme des resultats obtenus conformement a f'exemple 5. La densite optique 

(DO) indiquee en ordonnee est chiffree en milliemes. Le logarithme du nombre de copies de cible par essai est indique 
en abscisse. La colonne 1 (noire) represente les essais en presence de tous les reactifs, y compris la transcriptase 
inverse et I'amorce de deplacement. La colonne 2 (hachuree) represente les essais en presence de tous les reactifs 
a I'exception des amorces de deplacement E220 et DISS. 

40 La figure 8 represente schematiquement le principe de I'etude du deplacement de brins contenant des structures 

tige-boucle au sein d'un duplex ADN, a I'aide d'une ADN polymerase, tel que decrit dans I'exemple 9. Les traits fortement 
epatssis indiquent la region de la tige de la structure tige-boucle recopiee par la polymerase. 

La figure 9 represente schematiquement un autre cas particulier d'amplification, conformement a I'invention, d'aci- 
des nucleiques utilisant un oligonucleotide comprenant une structure tige-boucle et renfermant en outre une sequence 

45 sens d'un promoteur pour une ARN polymerase. Les lignes droites en traits fins representent une sequence d'ADN, 
les traits epais representant de I'ARN. La partie en arc de cercle represente une structure formant la boucle. 

La figure 10 represente un histogramme des resultats obtenus conformement a I'exemple 10. La densite optique 
(DO) indiquee en ordonnee est chiffree en milliemes. Le logarithme du nombre de copies de cible par essai est indique 
en abscisse. La colonne 1 (noire) represente les essais en presence de tous les reactifs a I'exception des enzymes. 

50 La colonne 2 (hachuree) represente les essais en presence de tous les reactifs a I'exception de I'amorce. de depla- 
cement Dis 22. La colonne 3 (grisee) represente les essais en presence de tous les reactifs, y compris I'amorce tige- 
boucle. 

La figure 11 represente un histogramme des resuttats obtenus conformement k I'exemple 11. La densite optique 
(DO) indiquee en ordonnee est chiffr6e en milliemes. Le logarithme du nombre de copies de cible par essai est indiqu6 
55 en abscisse. La colonne 1 (noire) represente tes essais en presence de tous les reactifs. La colonne 2 (hachuree) 
represente les essais en presence de tous les reactifs k I'exception de I'enzyme. 

Le procede qui va etre d6crit ci-dessous peut fonctionner k temperature constante et notamment k la temperature 
optimale de I'ADN polymerase utilisee. Par ailleurs, les amorces seton I'invention utilisees pour la realisation de ce 



7 



EP 0 713 922 A1 

procede seront designeas dans la suite par la lettre H assortie eventuellement d'une numerotation si ptusieurs dg cos 
amorces entrent en jeu. 

La prdsente invention a notamment pour objet un oligonucl6otide, tel que pr6sent6 dans la figure 1. comprenant 
successivement do son extr6mit6 5' vers son GXtr6mft6 3': 

5 

une premiere partie A, au moins partiellement nuct6ique, comprenant de 5' en 3' deux segments nucl6iques (a) 
et (a"), auto-compl6mentairGs, capables d'auto-appariement pour former une tige, s6par6s par un troisiSme seg- 
ment facultatif et non obligatoirement nucl^ique (e) qui lorsque ladite tige est form§e peut constituer notamment 
une boucle non appari^e. {'ensemble de ladite partie A constituant alors une structure mol6culaire auto-appari6e 
10 dite tige-boucle, et ladite partie A comprenant au moins un agent bloquant TSIongation par une polymerase d'acide 

nucldique, 

une seconde partie B, de nature nucleique, comprenant de 5' en 3', un premier segment facultatif (b) et un second 
•segment {b), dont au moins ledit segment {b) est capable d'hybridation avec une s6quence nucl6ique cible. 

IS Dans des conditions exp^rimentales d6termin6es, les segments (a) et (a*) s'associent pour former une tige, alors 

quC; s'il est present^ le segment (e) peut constituer notamment une boucle non appariee ; cet ensemble est alors 
appele tige-boucle. Bien entendu, II est a la portee de I'homme du metier d'adapter la composition du segment (e)a\in 
que ledit segment, lorsque les segments (a) el (a') sont auto-apparies, adopte une structure quelconque, autre qu'une 
boucle, qu'elle que soit la complexite, le nombre de boucles et/ou d'appariements mis en jeu dans la formation de 

20 ladite structure. 

Selon la presente invention, cette partie A de foligonucleotide comprend au moins un agent bloquant I'elongation 
par une polymerase d'acide nucleique, c'est a dire un agent capable de bloquer la replication ou la transcription qui 
ne devra obligatoirement pas s'etendre au dela de I'extremite 3' de la region definie par le segment (a) dudit oligonu- 
cleotide (Figure 2) et de maniere preferentielle seule la sequence (a*) sera recopiable. Par ailleurs, ladite partie A, 

25 impliquee dans un duplex avec son brin complementaire neo-synthetise, est capable de former une structure molecu- 
laire au moins partiellement auto-appariee a la suite du blocage de la replication ou la transcription (Figure 3). 

Les segments (a) et (a) sont des sequences nucleiques, ADN et/ou ARN, presentant une auto-complementarite, 
c'est a dire qu'il s'agit de deux sequences repetees inversees (par rapport a un meme axe 5'-3' ou 3*-5'). Neanmoins, 
les sequences de (a) et de (a') peuvent presenter des nucleotides non complementaires dans la mesure ou ceux-ci 

30 n'empechent pas la formation de ladite tige. Par ailleurs, chacune de ces sequences (a) et (a') peut comporter des 
nucleotides modifies ou des composants non nucleiques a la condition que ces modifications n'empechent pas la 
formation de ladite tige. 

Le segment (e) est facultatif et comporte soit une sequence nucleique, soit une structure non nucleique. La com- 
position de ce segment (e) ne doit pas inhiber la fomnation de ladite structure auto-appariee tige-boucle selon la pre- 

35 sente invention. Si ce segment comporte au moins une sequence nucleotidique. celle-ci sera choisie de maniere a ne 
presenter aucune complementarite avec elle-meme, ou avec les segments (a) et (a'). 

En fait, le choix des composants de ces segments (a), (a') et (e) est dicte par la necessite d'avoir au moins un 
agent bloquant I'elongation par une polymerase d'acide nucleique^ situe dans une region localisee a partir du troisieme 
nucleotide defini a partir de I'extremite 3' du segment (a') jusqu'au nucleotide de I'extremite 3' du segment (a) dudit 

40 oligonucleotide et preferentiellement en une position quelconque du segment (e), si celui-ci est present Dans le cas 
ou le segment (e) est absent de Tollgonucleotide, seul le segment (a*) ou au moins une partie de (a') doit etre recopiable 
par une polymerase d'acide nucleique. Dans ce cas, ledit element bloquant la polymerisation pourra etre localise par 
exemple a I'extremite 3' du segment (a). 

Cet arret de la replication ou de la transcription par une polymerase peut etre obtenu par la presence de bases 

45 modifiees non recopiables par une polymerase, de structures dont les sucres sont modifies, ou encore de structures 
pouvant s'hybrider sur des acides nucleiques mais dont la nature est differente, telles que los PNA (Nielsen ©f a/., 
1991 . SiencQ 254 : 1497-1 500; 0rum ef a/., 1993. Nuclaic acids Ras. 21 : 5332-5336). Ce blocage peut egalement etre 
obtenu par I'insersion de bras de nature hydrocarbonee tels qu'un bras hexaethylene glycol (Zhang et al.. 1 991 , Nuclaic 
acid Res, 1 9, 3929-3936) ou de nature amine aliphatique primaire (Kessler, 1992, Nonisotopic DNA Probe Techniques, 

50 ed. Kricka, academic Press Inc., New York, pp 58). D'autres bras utilisables sont decrits par Uhtmann et Peyman (1 990, 
Chemical Reviews, 90, 544-584). Des sites abasiques peuvent egalement etre utilises pour le blocage de I'elongation 
(Zhou el Doetsch, 1993^ Proc. Natl. acad. Sci. USa 90: 6601-6605). On peut aussi introduire des lesions telles que 
des dim6res cyclobutane-pyrimidine induits par irradiation aux rayonnements ultra-violet qui sont connus comma 
agents bloquants des ARN polymerases. 

55 L'obtention des oligonucleotides selon I'invention sous une forme auto-appariee est rendue possible par des con- 

ditions permettant d'obtenir un d^placement de r^quilibre thermodynamique d'une structure non auto-appari6e vers 
une structure auto-appariee tige-boucle qui, si la boucle est de taille r^duite ^ zero nucleotide, constituera une structure 
en epingle ^ cheveux. Ces conditions sont connues ou peuvent etre determinees dans chaque cas particulier par des 
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experiences d© routine, par exemple en talsant varier les conditions de tampon et de temperature. Ces proprietes 
d'dquilibre ont 6\6 dScrites dans la littSrature pour quelques sequences oligonucldotidtques particuli^res (Hirao et aL, 
1 994. Nucleic acids Res. 22 : 576-582; Yoshizawa otai, 1994. Nucleic acids Res. 22 : 2217-2221; Durand etai, 1990. 
Nucleic acids Res. 18 : 6353-6359). Ainsi. il a 6t6 montr6 que des oligod6soxynucl6otides m§me tr6s courts, tels que 

5 par exemple d(GCGAAGC). sent capables de former des structures en 6pingle k cheveux extrSmement stables, r6- 
sistantes k la chaleur et aux nucleases. Par ailleurs. rinfluence de la sequence sur la transition de ta forme non auto- 
appari6e k la forme auto-appari6e tige-boucle d'oligonucl6otides a 6t6 6tudi6e (Xodo et ai. 1989. Biochimie 71 : 
793-803). Ces auteurs ont ainsi montr6 que le repliement des oligonucleotides n'est pas induit par la pr6sence de 
nucleotides non appari^s situ^s entre les sequences r^p^t^es invers^es car des oligonucleotides constltu^s de ta 

10 sequence (^'CG^')^ possddent une forte propension k former une structure intramoieculaire. De plus, il s'avfere que les 
sequences qui sont le moins enclines k la formation de structures tige-boucle sont celles dont la tige est formee d'une 
serie d'appariemments A-T et d'appariemments G-C aux extremites de la boucle. 

La composition en base de la tige intervient de maniere importante dans la stabilite thermique de la tige; en par- 
ticulier. la substitution d'une paire C-G par une paire A-T. au niveau de la jonction de la tige et de la boucle. abaisse 

IS la stabilite de la structure de 9°C, D'autres auteurs ont montr6 I'importance de la boucle sur la stabilite des structures 
tige-boucle. Ainsi, dans le cas d'une boucle de 4 nucleotides, cette stabilite est diminuee si la paire de base^'C-G^' 
fermant la boucle est remplacee par ^'g-C^', qu'il s'agisse de molecules d'ADN ou d' ARN (Antao et Tinoco, 1992. 
Nucleic acids Res. 20: 819-824). Les boucles de type ^'GNRA^' sont celles dont la sequence assure la meilleure 
stabilite des structures tige-boucle ARN. L'influence de boucles de nature non nucleotidique sur la stabilite des struc- 

20 tures tige boucle a egalement 6te etudiee. En particulier, des structures de type oligodesoxyribonucleotide formant 
une tige-boucle dont la boucle est une chaTne provenant d'un couplage avec I'hexaethyleneglycol ont ete decrites 
(Durand efa/., 1990. Nucleic acids Res. 18: 6353-6359). 

La longueur de la boucle est aussi un facteur important pour la stabilite de la structure tige-boucle. Rentzeperis 
ef al. (1993. Nucleic acids Res. 21 : 2683-2689) ont fait varier la longueur d'une boucle poly-T de 3, 5 ou 7 nucleotides 

25 et montrent ainsi que pour une tige donnee la stabilite des structures etudiees decroit avec I'augmentation de la taille 
de la boucle. Groebe et Uhlenbeck (1988, Nucleic acids Res. 16 : 11725-11731) ont par ailleurs montre qu'une boucle 
de 4 & 5 nucleotides confere le maximum de stabilite a une structure tige-boucle de nature ARN. 

En outrC: il a ete montre que la forme auto-appariee tige-boucle est privilegiee a faible force ionique et en presence 
de MgClg (Boulard etaJ., 1991. Nucleic acids Res. 19 : 5159-5167). 

30 En ce qui concerne la taille des segments {a), (at) et (e)des oligonucleotides, on choisira par exemple des tallies 

variant de 2 a 30 nucleotides, et notamment de 3 & 15 nucleotides pour le segment (a), de 2 a 30 nucleotides, et 
notamment de 3 a 15 nucleotides pour le segment (a') et de 0 a 20 nucleotides, et notamment de 2 a 8 nucleotides 
pour le segment (e). 

Les oligonucleotides decrits dans la presenle demande renlerment une partie B (figure 1 ) localisee immediatement 

35 a I'extremite 3' du segment (a') de la partie A desdrts oligonucleotides. Cette partie B renferme successivement, de 3" 
en 5', au moins un segment (b^) eventuellement associe a un segment (£>). 

Les segments {b) et (£>') sont des sequences nucleiques ADN el / ou ARN. Le segment (b) est facultatif et torsqu'll 
est present: il peut notamment renfermer un promoteur pour une ARN polymerase, un site de reconnaissance pour 
une enzyme de restriction, une enzyme reconnaissant une origine de replication. Les sequences promotrices, ou 

40 encore appelees sequences sens ou anti-sens de promoteur, peuvent notamment etre des sequences promotrices d' 
ARN polymerases phagiques (par exemple des bacteriophages T7, T3 ou SP6 representees par les sequences SEQ 
ID N^ig. SEQ ID N^ie et SEQ ID N'*20, respectivement). Par ailleurs, 11 est connu que I'ARN polymerase du phage 
T7 requiert la presence d'un promoteur specifique sur I'ADN pour une transcription efficace d'ARN. La sequence de 
ce promoteur specifique est parfaitement caracterisee (Dunn et Studier, 19S3. J. Mol. Biol 166 : 477-535) et la grande 

45 specificite de transcription de TARN polymerase T7 a partir de son promoteur a ete mise en evidence (Bailey et al., 
1983. Proc. Natl, acad Sci. 80 : 2814-2818). Ces proprietes peuvent etre ulilisees afin de produire in vitro des ARNs 
a I'aide d'ARN polymerase T7 a partir de matrices contenant un promoteur double brin fonctionnel (Krupp et Soil 1 987. 
FEBS Lett. 2 : 271-275 ; Milligan et at., 1987. Nucl. acids Res. 15 : 8783-8798). L'article de Krupp (1988. Gene 72 : 
75-89) constitue une bonne revue des modes d'utilisation des ARN polymerases phagiques et des strategies utiles 

so pour la synthese d'ARN in vitro. De plus, cette sequence promotrice lorsqu'elle est presente peut etre assortie d'une 
sequence, dite sequence d'initiation, renfermant la sequence natureltement presente a proximite du nucleotide +1 sur 
lequel se produit I'initiation de la transcription, et localisee en aval du promoteur T7, T3 ou SP6 sur le segment {b). 
Ces sequences sont designees par SEQ ID N'*29 pour la T7, SEQ ID N°30 pour la T3 et SEQ ID N°S^ pour la SP6. 
Le segment (bf) pour sa part est constitue par toute sequence capable de s'hybrider specifiquement et de maniere 

55 Stable a une sequence donnee d'un acide nucleique clble. Bien que la longueur de cette sequence ne soit pas un 
facteur capital concernant notamment la stabilite ou les proprietes des oligonucleotides decrits pr6c6demmenl, le 
segment (bf) pourra avoir une longueur de 5 & 40 nucleotides, et notamment de 10 & 20 nucleotides, afin d'obtenir une 
hybridation rapide, specifique et stable de ce segment (b*) avec une sequence cible. 
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La presents invention a egalement pour objet un oligonucleotide selon invention utilisabte comnne amorce no- 
tamment dans un proc6d6 d'ampiification d'une s6qijence clble d'un acide nucl6ique conaprenant ^ son extr6mit6 3' 
une sequence aval d'au moins 5 nucleotides, caract^ris^ en ce qu'au moins le segment {bf) dudit oligonucleotide est 
capable de s'hybrldsr avec ladite sdquence aval 
5 Les amorces selon la pr6sente invention permettent notamment de d6velopper un proc6d6 d'amplification cyclique 

d'une sequence cible d'un acide nucI6ique et/ou d'une sequence compl6mentaire de ladite sequence cible, comme 
indique ci-dessus. 

Ce proc^de d'amplification pr6sente les avantages d'dtre isotherme. de pouvoir n'utiliser qu'une seule enzyme, 
d'etre realisable aussi bien h parlir de cible ARN que de cible ADN, avec ou sans extr6mit6 definie. de ne pas 6tre 

^0 limite par la sequence de la cible et de ne pas necessiter d'activite nuclease pour ta separation des brins d'un duplex 
ou d'incorporation de nucleotides modifies dans les produits d'amplifrcation, par la polymerase utilisee. 

Cette methode, appel6e "RDS" ou 'Reaction de Depfacement de Structures secondaires", requlert par exemple 
I'utilisation d'une ADN polymerase (ARN ou ADN dependante) associee h une activite de deplacement de brin, cette 
activite pouvant dtre apportee par la polymerase elle-meme (Masamune et Richardson, 1971. J. Biol. Chem. 246 : 

IS 2992-2701 : Lundquist et Olivera. 1 992. Ce// 31 : 53-60). 

La polymerase utilisee dans te precede de I'invention est preferentiellement pourvue d'une activite de deplacement 
de brin. Cette activite est une propriete bien connue de certaines ADN polymerases (Sambrook et ai, 1 989. Molecular 
Cloning : a Laboratory Manual, 2nd Edition, pp. 5.33-5.35, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). Les 
proprieles des ADN polymerases, et notamment I'activite de deplacement de brin de certaines d'entre elles sont de- 

20 tailiees par Kornberg et Baker (1992. DNA Replication, 2nd Edition, pp. 11 3-225, Freeman, New York). L'activite de 
deplacement de brin a ete mise en evidence inilialement pour le fragment de Klenow de TADN polymerase I d'Esche- 
richia coti (Masamune et Richardson, 1971. J. Biol Chem. 246 : 2692-2701) qui permet d'initier la replication d'un 
acide nucieique a partir de rextremite 3'OH d'une cesure sur un ADN double brin. Cette propriete de deplacement de 
brin est limitee dans le cas ou les ADN polymerases possedent une activite 5'-3' exonuclease (Lundquist et Olivera, 

25 1982. Ce//31 : 53-60). Cette activite de deplacement de brin a egalement ete mise en evidence chez des ADN poly- 
merases thermostables lelles que ta 77/ ADN polymerase (Kong et ai, 1993. J. Biol. Chem. 268 : 1965-1975). Dans 
ce cas, il a egalement ete montre que des formes mutees de cette enzyme, ne presentanl pas d'activite 5'-3' exonu- 
clease, possedent une plus grande capacite de deplacement de brin. Le deplacement de brin n'est pas une propriete 
commune a toutes les ADN polymerases, puisque certaines d'entre elles. comme la T4 ADN polymerases, ne sont 

30 pas capables de realiser, seules, le deplacement de brin. Cette activite de deplacement de brin a egalement ete mise 
en evidence pour la T7 ADN polymerase (Lechnere/ a/., 1983. J. Biol. Chem. 258 : 11174-11184) et pour la transcriptase 
inverse d'HIV (Huber et ai, 1989. J. Biol. Chem. 264: 4669-4678). De maniere prelerentielle^ une ADN polymerase 
depourvue d'activite 5'-3* exonuclease est utilisee pour la realisation du cycle d'amplification selon la presente invention. 
Le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'Escherichia co// constitue un exemple de polymerase depourvue 

35 d'activite 5'-3' exonuclease, de meme que des polymerases telles que la T4 ADN polymerase, la 17 ADN polymerase 
ou la Sequenase™ (US Biochemical), la T5 ADN polymerase ou la Phi29 ADN polymerase pourraient egalement etre 
utilisees. Des enzymes telles que la Vfenf (exo-)™ (New England Biolabs), le fragment de Klenow de I'ADN polymerase 
I d'Escherichia oo// (Boehringer Manheim), le fragment de Stoffel de la Tag polymerase (applied Biosystems) ou la Bca 
ADN polymerase (Takara Shuzo) peuvent egalement etre utilisees. Ces enzymes ont en particulier la capacite de 

40 realiser la polymerisation des acides nucleiques a partir de matrices possedant des structures secondaires importantes. 
telles que les structures tige-boucle. Plus particulierement, il a ete montre que le grand fragment de I'ADN polymerase 
I de Bacillus stearothermophilus po5se6e une grande capacite a resoudre les structures tige-boucle (Ye et Hong, 1 987. 
Sci. Sin. 30 : 503-506). Le choix de la polymerase utilisee pourra egalement varier en fonction de la temperature a 
laquelle on souhaite travailler et en fonction du type d'acide nucteique de depart (ARN ou ADN). En particulier, on peut 

45 utiliser la Transcriptase Inverse MMLV Superscript"™, depourvue d'activite RNase H (Gibco-BRL), dont la processivite 
est grande et dont nous avons pu verifier la capacite de deplacement de brin, pour reaiiser une amplification d'ADN a 
partir d'une cible initiale ARN. Toute enzyme possedant une activite ADN polymerase ARN- et/ou ADN-dependante 
peut done etre utilisee dans ta presente invention si elle possede une activite de deplacement de brin. Dans le cas 
contraire, l'activite de deplacement de brin peut etre conferee par un agent inducteur, une activite detype heiicase ou 

50 RecA. Les proprietes de RecA, notamment dans le processus de reassociation d'ADN simple brin^ de capture de brin 
ou d'assimilation de brin sont detaillees par McEntee et Weinstock (1981. The Enzymes, 14 : 445-470). 

Par ailleurs, lorsque au moins une des amorces utilisees dans le precede d'amplification decrit plus haut comprend 
un segment (b) renfermant la sequence sens d'un promoteur pour une ARN polymerase, une activite ARN polymerase 
pourra etre associee aux activites ADN polymerase et de deplacement de brin. 

55 Dans un mode de realisation particulier, Tacid© nucieique de depart peut etre un ADN ou un ARN extrait d'un 

echantillon biologique par exemple. Dans ce cas, il est possible d'obtenir una reaction d'amplification telle que definie 
precedemment, au depart de I'acide nucieique de depart, en une seule etape en ajoutant tous les react ifs (amorces, 
polymerases, etc ) des le d6but de la reaction eventuellement aprSs d6naturation de la molecule de depart, Ce mode 
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da realisatbn particulier est caracterise par le fait que pour obtenir ledit polynucleotide utilise comme produit de depart 
dans le proc6d6 d'ampllfication, on op6re au depart d'un acid© nucl6ique contenanl la s6quence cible ^ amplifier et 
se prolongeant au-deld de Textrdmitd 5' de ladite sequence cible par une region amont et au-del^ de TextrSmit^ 3' da 
ladite sequence cible par une region aval. Dans ce proc^dd, on met en contact ledtt acide nucldique de depart en 
presence d'un systems k activit6 ADN potym6rase ou k activit6s ADN polymerase et ARN polymerase, avec d6pla- 
cement de brin et d'un ensemble d'amorces contenant les amorces d^crites ci-dessus, respeclivement. et contenant 
en outre une cinqui^me amorce capable de s'hybrider avec la region aval de i'acide nucl^ique de depart et/ou une 
sixi^me amorce capable de s'hybrider avec la region amont de I'acide nuclSique de depart. 

L'invention conceme 6galement un ensemble d'amorces pour I'amplification cyclique d'une sequence cible d'un 
acide nucieique et/ou une sequence compl6mentaire de ladite sequence cible, ledit ensemble comprenant : 

une premiere amorce H telle que definie selon la presente Invention, 

une seconde amorce S comprenant une sequence au moins en partie homologue du segment (a') de ladite amorce 
H. 

La methode d'amplification de l'invention peut etre appliquee a tout echantillon a analyser pouvant etre isote a 
partir d'une matiere de depart quelconque susceptible de contenir une sequence d'acide nucleique cible. Les echan- 
tillons provenant d'animaux^ par example de mammiferes, peuvent etre la sang, la moelte ossausa, la lympha, las 
tissus durs (foie, rate^ rein, poumon, ovaires, etc.), les crachats, les feces, t'urine. Les echantillons de depart peuvent 
aussi provenir de plantes, de prelevements du sol, d* aliments, ainsi que de toute autre source suspectee contenir das 
organlsmes biologlques. 

L'isolemenl des acides nucleiques de ces matieres de depart peut etre realise selon des precedes connus qui 
comprennent notamment rulilisation de detergents conduisani a des lysats, Tutilisation d'enzymes (lysozyme, protei- 
nase K, par example), le traitement aux ultrasons, I'agitation mecanique en presence de billes ou I'utilisation d'une 
presse de French. Dans certains cas, il peut etre necessaire de purifier les acides nucleiques extralts afin d'eltminer 
d'eventuels contaminants tels que des nucleases. Dans ce cas, la purification des acides nucleiques peut etre realisee 
par exemple par extraction au phenol-chloroforme, chromatographia, echange d'ions, elect ropfiorese, centrifugation 
a I'equilibre et/ou capture par hybridation sur un support solide. 

Lorsque les acides nucleiques sont isoles, leur fragmentation sommaire peut etre realisee par des moyens tels 
que le traitement aux ultrasons afin d'obtenir des fragments de taille inferieure a 20 kilobases. Cette etape preliminatre, 
non obligatoire, permet de faciliter la denaturation initiale dans le cas notamment d'un acide nucleique double brin. 
Par ailleurs la denaturation des acides nucleiques double brin, ou des acides nucleiques simple brin presenlant une 
forte structure secondaire. peut etre realisee par traitement thermique ou par augmentation du pH et neutralisation du 
milieu, afin de permettre Thybridation des amorces selon l'invention sur la sequence cible. 

Dans le cas du precede d6crit dans la figure 4, I'acide nucleique de depart, renfermant notamment la sequence 
cible que Ton cherche a amplifier, a ete represents sous une forme double brin ; neanmolns, hormis I'etape de dena- 
turation initiale, le principe demeure !e meme lorsque cet acide nucleique est sous une forme simple brin. 

Le procede d'amplification, selon la presente invention, d'une sequence cible d'une molecule d'acide nucleique 
de depart, ladite sequence cible comprenant a son extremite 3' une sequence aval et a son extremite 5' une sequence 
amont, fait intervenir : 

deux amorces de type tige-boucle selon la presente invention Hi et H2 , 
deux amorces de deplacement D1 et D2 , 
deux amorces de deplacement SI et S2 . 

Les amorces HI et H2 sont conslruites salon les indications concemant les amorces de la presente invention 
decrites precedemment. Ces deux amorces H1 et H2 comprennent successivement, de 5' en 3', quatre types de seg- 
ments notes (a), (©), (a*) et [b'), respectivement. Les premier et troisieme segments (a) et (a*) sontde nature nucleique 
et leurs sequences, bien que quelconques, presentent la particularite d'etre repetees et inversees Tune par rapport a 
I'autre, permettant ainsi Tauto-appariement du segment (a) avec le segment (a') et la formation d'une tige. Le second 
segment (e)^ qui est ici de nature nucleique et de sequence quelconque ne presente aucune autocomplementarite et 
forme une boucle tors de I'appariement de (a) avec (a*). En outre, ce segment (e) possede a son extremite 3' au moins 
un nucleotide modifie ou toute autre molecule permettant d'arreter la reaction d'eiongatlon par une polymerase d'acide 
nucleique. Ces sequences (a), (a") et (©) peuvent eventuellement Stre communes ^ H1 et H2 mais peuvent tout aussi 
bien etre differentes. II est evident que lesdite sequences ne doivent pas comporter d'homologie significative avec 
I'acide nucleique de depart et ne pas donner lieu k la formation de structures secondaires aulres que la structure auto- 
appariee tige-boucle telle que definie ci-dessus. Le quatrieme segment {tf) des amorces H1 et H2 est de nature nu- 
cleique at de sequence differente dans Tune et I'autre des amorces. En effet, le segment {tf) de I'amorce HI est 
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comptemGntaire de la sequence aval de la sequence cible a amplrfier, tandis que le segment (6*) de ramorce H2 est 
homologue de la sequence amont de ladite sequence cible. 11 taut en outre noter que lorsque les amorces HI et H2 
sont introdurtes dans le milieu rdactionnel, elles se prdsentent sous leur forme la ptus stable, c'est ^ dire sous la forme 
auto-appari^e tige-boucle. 

5 Les amorces de d6placement D1 et D2 ont une taille pouvant varier par example de 5 ^ 50 nucleotides, et notam- 

ment de 10 ^ 35 nucleotides et leur sequence est complSmentaire de la sequence situ^e, sur I'acide nuct^ique de 
depart ou sur son brin complSmentaire, en aval de la sequence s'appariant avec le segment (/?*) des amorces HI et 
H2, respectivement. 

Les amorces de d6placement SI et S2 sont de nature nucl6ique, leur taille peut varier par exemple de 2 S 30 

^0 nucleotides, et notamment de 3 ^ 15 nucleotides et leur sequence est homologue d'au moins une partie du segment 
{st) des amorces HI et H2, respectivement. Les amorces SI et S2 peuvent en outre comporter, en amont de ladite 
sequence, un segment nucleotidique contenant le brin sens d'un promoteur pour une ARN-polymerase, ce qui permet 
d'obtenir une amplification suppiementaire par formation de transcrits. 

Aprds denaturation de I'acide nucieique de depart, lesdites amorces H1 et D1 d'une part, et H2 et D2 d'autre part, 

^5 sont hybridees audit actde nucl6ique denature (brins I et t', respectivement) (figure 4). En presence d'une ADN poly- 
merase presentant une activite de deplacement de brin et de dNTP, I'elongation des amorces D1 et D2 provoque le 
deplacement de brin et la liberation dans le milieu reactionnel des simples brins d'ADN obtenus par elongation des 
amorces HI et H2, respectivement Les produits ainsi liberes (II et H') presentent a leur extremite 5' la sequence cor- 
respondant soil a I'amorce HI, soil a I'amorce H2, respectivement et a leur extremite 3' les sequences deja presentes 

20 dans la molecule de depart permettant I'tiybridation soit des amorces H2 et D2 sur le produit II, soit des amorces HI 
et D1 sur le produit H'. L'elongation de chacune de ces amorces, lorsqu'elles sont hybridees, se fait avec liberation 
des brins produits par l'elongation des amorces HI et H2. Neanmoins, lorsque la replication parvient au niveau de 
I'extremite 5' de la matrice (respectivement II et IT), la polymerase recopie la sequence des amorces HI et H2, res- 
pectivement, precedemment introduites dans ces matrices. Mais la synthese des brins d'ADN en cours est arretee au 

25 niveau du ou des nucleotides modifies, ou de toute autre molecule equivalente, introduits initialement dans le segment 
(e) des amorces HI et H2. Les produits liberes (IV et IV') presentent done a leur extremite 5' la sequence complete 
de I'amorce HI ou H2 et a leur extremite 3' une sequence complementaire du segment (a*) de I'amorce H2 ou HI, 
respectivement. Comme le montre la figure 4. ces polynucleotides simple brin IV et IV* ainsi obtenus peuvent s*hyb rider 
respectivement avec d'une part les amorces HI et SI (81 etant homologue d'au moins une partie du segment (a') de 

30 I'amorce Hi) et avec d'autre part les amorces H2 et 82 (82 etant homologue d'au moins une partie du segment (a') 
de I'amorce H2). L'elongation de ces amorces par I'ADN polymerase, avec deplacement, aboutit aux produits IV et IV' 
liberes par le deplacement de brin et aux produits V et V resultant de l'elongation des amorces Si et S2 sur les matrices 
IV et IV, respectivement. Les produits IV et IV', similaires en sequence aux produits IV et IV' obtenus a I'etape prece- 
dente peuvent a nouveau s'hybrider avec les amorces 81 et HI et S2 et H2, respectivement et conduire comme 

35 precedemment a I'obtention des memes produits reactionnels (IV. IV. V et V). Les produits V et V correspondent a 
une molecule double brin. lis presentent : 

a I'une de leurs extremites, un duplex forme par une sequence correspondant a I'amorce SI ou S2, et son brin 
complementaire, 

40 ~ a I'autre extremite, un duplex forme par une sequence correspondant a I'amorce H2 ou HI , respectivement, et du 
brin complementaire des segments (a') et {tf) desdites amorces. 

On obtient ici les produits V et V sous la forme representee par VI et Vl', presentant : 

-^5 - a t'une de leurs extremites, un duplex forme par I'amorce SI ou S2 et son brin complementaire, 

a I'autre extremite, une structure auto-appariee tige-boucle homologue d© cells presents sur las amorces HI ou 
H2. Ce repliement des molecules double brin V et V, permet alors de degager une region simple brin sur laquelte 
I'amorce de deplacement S2 ou SI, respectivement, peut s'hybrider. 

50 L'elongation de I'amorce de deplacement 82 ou SI par I'ADN polymerase s'accompagne du deplacement du brin 

apparieportant la structure tige-boucle. On obtient un brin deplace correspondant a la molecule IV ou IV precedemment 
decrite et une molecule VII ou VM', correspondant a la sequence cible, de I'acide nucieique de depart que Ton desire 
amplifier. La cyclisation du procede apparait clairement sur la figure 4 telle que pr6sentee. L'amplification se produit 
^ temperature ambiante de maniereautocatalytiquejusqu'ei epuisement des reactifs (enzyme, nucleotides notamment) 

55 et conduit a I'accumulation des produits VII ou Vll'. Ces produits amplifies presentent en outre, h chacune de leurs 
extremites, une sequence correspondant ^ la co-amplification d'au moins la partie du segment (a') de I'amorce selon 
la presente invention capable d'appariement avec 81 ou S2. La presence de ce fragment co-amplifi6 peut notamment 
etre avantageuse lorsque Ton souhaite isolsr, purifier ou detecter la sequence cible amplifiee. 
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Le melange reactionnel necessaire a la realisation da Tamplification salon invention peut notamment contenir 
des potyols lets que le gtyc6rol, le sorbitol ou le poly6thyl6n ©glycol (PEG) ou des agents ddnaturants et/ou des solvants 
tels qua le (dim6thyl)formamide, le dimdthylsulfoxyde (DMSO) qui peuvent permettre de r6duire las reactions d'hybri- 
dation non sp^cifiques suscepttbles d'engendrer un baiit defond. Parailleurs le choix de la temperature peut permettre 
5 de d6finir des conditions discriminantes d'hybridation autorisant I'hybridation sp^cifique des diff^rentes amorces sur 
leurs cibles et le d^placement de T^quilibre thermodynamique entre la torme non auto-appari^e et la forme auto- 
appari^e trge-boucle (VI et Vl') des produits tels que les molecules V et V. Cette temperature peut notamment varier 
de 30*C k 55*C avec des r6actlfs enzynretiques conventlonnels et de 60 ^ 80*0 si Ton a recours d des enzymes ou 
des rdactifs thermostables. 

TO Le nombre d'amorces utilis6es peut §tre avantageusement rdduit si Ton choisit une structure tige commune aux 

amorces HI et H2. Dans ce cas les amorces de d6placement SI et S2 peuvent 6tre semblables. De m6me, certains 
cas particuliers de la sequence cible ^ amplifier permanent de choisir une amorce de deplacement D1 semblable a 
Tamorce de d6placement SI et une amorce de deplacement D2 semblable ^ Tamorce de deplacement S2 et alors les 
amorces de deplacement SI, S2, D1 et D2 peuvent dtre semblables. On appelle Ici amorces « semblables » soit des 

ts amorces qui sont Identiques, soit des amorces ayant une sequence commune (en particulier deux amorces de lon- 
gueurs differentes dont la plus longue contient la sequence de ta plus courte). 

Afin d'augmenter I'elficacite du systeme d'amplification, les amorces S1 et S2 peuvent etre modifiees par I'addition 
d'un agent intercalant fixe de maniere covalente (Tetser et al.. 1 989, J. Am. Cfiem.Soc. 111 : 7226-7232). Cela permet 
de favoriser Thybridation des amorces de deplacement SI et S2 tout en ne perturbant pas I'eiongatlon de I'extremite 

20 3* par une polymerase. De meme, des molecules peuvent etre greffees a Textremite 5' des amorces SI et S2, comma 
dans le brevet Irancais n" FR 91 09057 et dans la demande de brevet PCT n° WO 91 19812, decrivant le couplage 
d'une proteine telle que I'albumina de serum bovin. L*assoclation de telles molecules steriquement encombrantes sur 
Textremite 5' des amorces 81 et S2 lavorise la formation de la forme auto-apparlee tige-boucle au detriment de la 
forme non auto-appariee des amorces HI et H2 dans les molecules V et V. 

25 Le figure 5 decrtt une variante de la methode d'amplification des acides nucleiques utilisant les amorces de la 

presente Invention. Dans ce cas, una etape de transcription est ajoutee afin de produire majoritairement des molecules 
d'ARN. Pour ce faire, tes amorces H1 et H2 selon I'lnvention sont construites selon le modele decrit dans la tecfinique 
exposee ci-dessus, mais contiennent en plus un segment {b), localise entre le segment (tf) el le segment (a"): renler- 
mant une sequence promotrice d'ARN polymerase, notamment un promoteur phagique (T7. T3 ou SP6) Conformement 

30 a la figure 5, apres une serie d'hybridations d'amorces et d'elongations avec deplacement de brin analogues a celles 
decrites & la figure 4, les molecules V et V sont obtenues dans le milieu reactionnel. Neanmoins les amorces HI et 
H2 possedant notamment un segment {b), les produits V et V presenlent a cfiacune de leurs extremites un promoteur 
fonctionnel, sous la forme d'un ADN double brin. En presence d'un exces de ribonucteosides triphosphates et d'une 
ARN polymerase correspondant audit promoteur, une reaction de transcription peut etre initiee a partir desdrts produits. 

35 Les ARN VI et Vl' ainsi synthetises, peuvent s'hybrider aux amorces de I'invention H2 et HI et aux amorces de depla- 
cement 82 et 81, respectivement. Les produrts deplaces VII et Vll' resultant de I'elongation des amorces H2 et HI, 
respecttvement, peuvent s'hybrider avec les amorces de I'invention HI et H2, respectivement. L'elongation de ces 
amorces par I'ADN polymerase aboutit dans les deux cas a un seul et meme produit VIII. Ledit produit correspond a 
la sequence cible a amplifier notamment flanquee en 5' et en 3* par une region promotrice fonctionnelle, pouvant diriger 

40 la transcription de nombreux transcrits, dont la sequence correspond aux molecules d'ARN VI et Vl' obtenues prece- 
demment et qui peuvent a nouveau s'hybrider avec les amorces H2 et S2 et Hi et Si. respectivement. L'ARN issu 
d'une des deux voies de la methode d'amplification decrite etani substrat pour la deuxieme; et wee et versa, il apparait 
done que la methode selon I'invention est une technique d'amplification cycllque dont I'accumulation des produits de 
reaction s'effectue de maniere exponentielle. 

4S II est evident que les sequences promotrices sur les amorces de I'invention HI et H2, peuvent etre identiques ou 

differentes ; neanmoins dans ce second cas deux ARN polymerases seront necessaires dans la reaction d'amplifica- 
tion. De meme, il est possible de realiser una amplification d'une sequence d'acide nucleique cible en utilisant una 
amorce selon I'invention qui renferm© une region promotrice et une seconde amorce selon I'invention qui n'en renferme 
pas. 

50 La nature et la longueur des amorces utiliseas dans cette method© d'amplification, les sequences de promoteurs 

utilises et las concentrations d'ARN polymerases relatives a chaquetypa de promoteur pourront etre choisias de fagon 
a priviiegier une voie d'amplification par rapport a I'autre, de maniere a obtenir preferentiellement une forme ou une 
autre d'ADN ou d'ARN. 

Si desire, les produits amplifies peuvent etre separ6s des enzymes utiliseas pour I'amplification (ADN polymerase 
55 Qt/ou ARN polymerase), afin d'etre utilises dans des precedes ulterieurs impliquant par exemple d'autres reactions 
anzymatiques, d'autres systSmes d'amplification, das methodes de sequen^age ou des methodes de synthase d'acides 
nucleiques, pour ne citer que quelques exemples. 

Bien entandu, la procede de I'invention peut etre suivi par exemple d'etapas de separation at / ou da quantification 
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des produits d'amplification, ces stapes pouvant etra mises en oeuvre de fagon connue en soi. 

LMnvention a encore pour objet un n^cessaire (amorces, enzymes) pour la detection d'un acide nucl^ique cible 
susceptible d'etre present dans un dchantillon permettant la mise en oeuvre de la mdthode d'amplification d^crite 
pr6c6demment. 

5 L'invention a 6galement pour objet un proc6d6 de preparation d'un oligonucleotide utilisable notamment comme 

amorce dans un proc6d6 d'amplification d'acide nucl6ique caract6ris6 par le fait que Ton synth6tise. selon des m6tho- 
des connues en soi, un oligonucleotide tel qu'il a 6X6 d^fini dans l'invention. 

Les exemples suivants illustrent l'invention sans toutefois la limiter. Sauf indication contraire, les m6tliodes relatives 
^ la mise en oeuvre de ces exemples ont 6X6 rea!is6es conform6ment k leur description par Sambrook et al. (1989. 

^0 Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor). 

EXEMPLE 1 : 

Les oltgodesoxyribonucieotides ont 6X6 obtenus par synthase en phase solide sur un synthetiseur Applied Biosys- 
is terns. La synthase a 6X6 effectuee en utitisant les derives cyanoethyl-2 N,N- diisopropylamido-phosphite des diff6rents 
monomeres en respectant les protocoles delinis par le constructeur. Tous les reactifs ou solvants utilises sont habi- 
tuellement commercialises. 

La synthese de la chaTne oligonucleotidtque est realisee ^ partir d'un support Controlled Pore Glass de porosite 
1000 A portant le nucleoside situe en 3' de )a sequence. En cours de synthese le maillon non nucleotidique (agent 

20 bloquant) est incorpore en utilisant soit TaminoModifier II (Clontech rel: 5203) par la suite destgne par N, soit le Spacer 
Phosphoramidite (Clontech ref: 5260) par la suite designe par N'. L'elongation de la chaTne est poursuivie tout en 
maintenant le groupement dimethoxytrityle bloquant la fonction hydroxyle S' du dernier nucleoside. Le clivage du sup- 
port el la deprotection de I'oltgonucleotide sont realises par un traitement avec une solution aqueuse d'ammoniac 33% 
pendant 12 heures, Apres addition d'une solution 0,1 M d'acetate de triethylamine et concentration du produit d'elon- 

25 gation sous pression reduite, une purification est realisee par la technique HPLC en utilisant une colonne en phase 
inversee (RPMC Cg 10 x 250 mm). L'elution est conduite avec un gradient d' ace ton it rile (Tampon A: 0,1 M acetate de 
triethylamine pH: 7 ; tampon B : 50% Tampon A / 50% acetonitrile . Debit 4,7 ml/mn, de 10% de B a 50% de B en 20 
mn, detection spectrophotometrique h 260 nm). Les differentes fractions positives sont combinees et concentrees sous 
pression reduite. Un traitement avec une solution aqueuse d'acide acetique a 80% pendant 30mn a temperature am- 

30 biante permet de liberer la fonction hydroxyle 5*. L'acide acetique est evapore en presence d'ethanol. Une precipitation 
a I'ethanol permet d'isoler le compose desire. Une analyse par HPLC est ensuite effectuee afin de controler I'integrite 
des produits (colonne RPMC Cg 4,6 x 25 mm, debit 1 ml/mn. de 10 a 14% de B en 18 mn puis de 24 a 30 % de B en 
17 mn). 



SEQID. N* : 


Structure 


Temps de Retention 


1 


(nucleotide)i4-N-N-(nucteotide)eo 


23,60 


2 


(nucl6otide)T4-N'-(nucleotide)go 


21,35 


3 


(nucleotide)i4-N-N-(nucleotide)gi 


21,16 


4 


(nucleotide)-,4-N'-(nucleotide)6i 


21,42 


5 


{nucl6otide)T4-N-N-(nucl6otide)3Q 


20,38 


6 


(nucleotide)i4-N'-(nucleotide)3o 


18,55 


7 


(nucleotide)T4-N-N-(nucleotide)3-, 


18,88 


8 


(nucl6otide)^4-N'-(nucleotide)3^ 


19,28 



EXEMPLE 2 : 

La capacite de deplacement de brin d'une ADN polymerase sur cible ADN ou ARN en presence des amorces tige- 
boucle de la presente invention a ete demonlree par un essai en phase homogene c'est a dire que le produit d'elongation 
simple brin obtenu a partir des amorces tige-boucle selon la presente invention est detectesans etape de denaturation, 
suite a son deplacement par l'elongation d'une amorce hybridee en amont sur la cible simple brin. Le modele d'etude 
choisi est la sequence du gene tern codant pour la p- lactamase, enzyme conferant une resistance a I'antibiotique 
ampicilline. La sequence de ce gene est decrite dans la sequence SEQ ID n° : 9. Cette sequence est donee dans le 
vecteur de clonage pBR322. 

Afin d'analyser la capacite de deplacement de brin d'une ADN polymerase sur cible ARN, les ARN correspondant 
a la sequence du gene tern (SEQ ID n** : 9) ont ete transcrits in vitro, a partir de 10^2 copies de matrice ADN double 
brin, par I'ARN polymerase T7, dans les conditions reactionneltes preconisees dans le kit MEGAscript™ (Ambion). 
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Dans un premier temps, la matriced'ADN double brin est synthetisee par la technique de la Polymerase Chain Reaction 
(PGR). ^ partir du clone pBR322, ^ I'aide des amorces 1588 (SEQ ID n' :10) et 1562 (SEQ ID n=* :11). Le produit de 
889 paires de bases obtenu contient notamment, k Tune de ses extrdmitSs, le promoteur du phage T7. En presence 
de I'ARN polymerase 17, un ARN de 867 bases est obtenu qui correspond k la sequence compISmentaire de la sd* 

5 quence SEQ ID :9. Ces ARNs sont trait6s ^ la DNase I, purifies par extraction au ph6nol/chloroforme el pr6cipit6s 
^ r^thanol en presence de sels d'ac^tate d'ammonium. Les ARN sont repris dans de I'eau pr^alablement traitde au 
di6thy!pyrocarbonate (DEPC), analyses par 6lectrophor6se en gel de polyacrylamide d^naturant et dos6s par absor- 
bance ^ 260 nm. Une quantity 6qurvalente ^ 10^^ copies d'ARN cible est utilis6e par essai de d6placement de brin. 
Afin de r^aliser les essais de dSplacement de brin sur matrice ADN, un oligonucleotide de 100 bases appetS 2585 
(SEQ ID n' :12) correspondant k la region comp I Omental re des nucleotides 303 ^ 402 inclus de la SEQ ID n* :9 a et6 
synth6tis6 chlmiquement et purifi§ par HPLC. 

Les essais de deplacement sont realises dans un volume final de 50 |xl contenant 10^2 copies de cible (ARN ou 
ADN), 1 mM de dATP, 1 mM de dCTP, 1 mM de dGTP et 1 mM de dTTP (Pharmacia) et de 5% de glycerol. Le m6!ange 
r6actionne1 comprend ^galement 500nM d'une amorce oligonucl6otidique 2810 (SEQ ID n*:6) correspondant k I'amor- 

is ce que Ton veut d^placer et facultativement 500nM d'une amorce de deplacement appeiee DISS (SEQ ID n^MS). Le 
melange reaclionnel est chautfe pendant 3 minutes a 65*0 puis preincube 10 minutes a 37'C. L'enzyme. soit 200 U 
de transcriptase inverse "Superscript"" (Gibco-BRL) est ajoutee. La reaction de transcription inverse est realisee pen- 
dant une heure a 37"C, puis on congele a -20''C. Une fraction de 5 ^il est analysee, sans etape de denaturation, selon 
la methode modifiee de capture el detection specifique ELOSA (Enzyme Linked Oligo Sorbent Assay). Cette melhode 

20 fait Intervenir la fixation d'un oligonucleotide de capture sur support solide (plaque de mtcrotitration), I'hybridation du 
produit deplace-elonge lors de la reaction sur une sonde de capture specifique dudit produit et sa revelation par une 
sonde de detection couplee a la peroxydase de raifort. L'oligonucleotide de capture A25 (SEQ ID n':14) est fixe de 
fa9on passive dans les puits d'une plaque de microtitration Nunc-lmmuno plate (Maxisorp) selon la methode deja 
decrile dans le brevet Fran^ais n^QI 09057, permettant la fixation d'environ 5 pmoles d'oligonuclectide sur un puits. 

25 Apres fixation, trois lavages avec du tampon PBS Tween IX sont effectues. La detection du produit de deplacement 
capture est realisee contormement a la technique decrite dans te brevet Franpais n" 91 09057. La fraction de 5 hI a 
analyser est ajoutee a un volume de 45p.l de tampon phosphate de sodium 0.2 M pH 7, chlorure de sodium 1 f^, EDTA 
2mM, SDS 1,3%= ADN de saumon 0,24 mg/ml. polyethylene glycol (PEG) 6000 4%. Chaque echantillon est depose 
dans le puits d'une plaque de microtitration traite avec la sonde de capture A25 (SEQ ID n':14), comme decrit prece- 
de demment. Immediatement apres, 50 |j.l de tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 7, chlorure de sodium 1 M, EDTA 
2 mM, SDS 1 :3%, ADN de saumon 0,24 mg/ml polyethylene glycol (PEG) 6000 4%, contenant 5 ng de sonde oiigo- 
nucleotidique de detection A28 (SEQ ID n^ilS) couplee a la peroxydase de raifort sont ajoutes. Apres incubation 60 
minutes a 37'G, les puits sont laves au PBS Tween IX. La revelation de la sonde A28- peroxydase hybridee sur le 
produit deplace est effectuee par addition de 100 \i\ d'une solution contenant le substrat orlho-phenylene diamine 

35 (OPD). La reaction colorimetrique est arrelee apres 20 minutes par addition de 100)^,1 d'acide sulfur ique 1 M. Ladensite 
optique a 492 nm est lue grace a un lecteur AXIA microreader (bioMerieux). 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 6. lis montrent d'une part que la presence d'une amorce de 
deplacement (SEQ ID n**l3) permet d'obtenir une liberation consequente, dans le milieu, du brin issu de I'elongation 
de I'amorce deplacee (oligonucleotide 2810): que ce soit sur matrice ADN ou ARN. En absence d'amorce de depla- 

40 cement, le signal correspondant a {'elongation de I'amorce 281 0 est environ 2 fois plus faible. Ceci demontre I'efficacite 
du deplacement de brin sur matrice ARN et ADN a I'aide de la transcriptase inverse Superscript"™. On peut en outre 
quantifier ces resultats, ce qui permet de montrer que cette transcriptase inverse; depourvue d'activite RNase H, pos- 
sede une meilleure efficacite de deplacement d'un brin ADN sur matrice ARN que sur matrice ADN. 



45 EXEMPLE 3: 



Get example est destine a montrer que des matrices renfermant une structure auto-appariee tige-boucle en amont 
d'une sequence promotrice peuvent etre transcrites par une ARN polymerase. Ce type de matrice a ete synthetise, a 
partir de pBR322, par la technique PGR a I'aide des oligonucleotides 2801 (SEQ ID n**:!) et 1028 (SEQ ID n'*:1B), 

50 d'une part et 2606 (SEQ ID n**:2) et 1028 (SEQ ID n'^ilS), d'autre part, en presence du fragment de Stoffel de la Taq 
polymerase (Applied Biosystems), depourvu d'activite exonuclease 5'-3'. L'absence de cette activite exonucteass per- 
met de s'affranchir de la degradation eventuelle de la partie tige des structures tige-boucle de la presente invention 
lors des diffdrents cycles de PGR ndcessaires k la synthase desdiles matrices. Les produits PGR obtenus (matrices), 
analyses sur gel d'agarose Nusieve 3% (FMG), possedent un poids mol6culaire apparent de 130 paires de bases, lis 

55 contiennent, en aval d'une structure auto-appariee tige-boucle, le promoteur de t'ARN polymerase du phage T7 (SEQ 
ID n°:19). Les bandes correspondant k ces produits sont decoupees du gel d'agarose et les produits PGR sont eiec- 
troeiues. Its sont precipites k rethanol en presence d'acetate de sodium et doses k 260 nm. Les essais de transcription 
sont realises k 37°C pendant deux heures dans un volume de 50 \i\ final, dans le tampon de reaction decrit par Milligan 
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ef a/. (1987. Nud Acids Res.15 : 8783-8798), en presence de ATP, CTP. GTP et UTP (4 mM chaque, Boehringer), 1 
\J/]i\ de RNA guard (Pharmacia), 1 U/pJ d'ARN poJymdrase T7 (New England Biolabs) et de 10^^ copies de nnatrice 
PGR purrfi6©. 

Une fraction du m6lange r6actionneI (10 jil) est m6lang69 k 10 \i\ d'une solution 0,035 % xylene cyanol, 0,035 % 
5 bleu de bromophenol, 1 mM EDTA, 98 % fomnamide avant d'§tre anatys6e par 6lectrophorfese en gel de polyacrylamide 
d6naturant 15 % d'acrylamide. ur6e 7 M, 0.26 % bisacrylamide, 90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 8,3. Ces gels sont 
coul6s dans des appareils d'6lectrophor6se mini-protean II electrophoresis celF" (Biorad) et ont une ^paissour de 1 
mm. Avant d6p61 sur gel, les 6chantil!ons sont d6natur6s k 65*C pendant 2 minutes et ref roidis rapidement sur glace. 
L'dlectrophordse est effectu^e h 150 Volts, jusqu'^ ce que le bleu de bromophenol migre ^ 1 cm du bas du gel. Les 
10 gels sont color6s pendant 10 minutes dans une solution de bromure d'ethidium k 0,6 )xg/ml et photographies sur une 
table UV (312 nm) grSce ^ un appareil MP4 (Polaroid). 

Les produits separes par electrophorese sont transferes sur membrane de nylon Hybond N^" (Amersham) gr§ce 
6 un appareil mini trans-blot elect rophoretic transfert cell™ (Biorad). dans un tampon 45 mM Tris-Borate, 1 mM EDTA. 
pH 8,3, k 4'C. sous un champ 6lectrique de 35 Volts. heures-V cm"^ . Les membranes sont s^chees durant 5 minutes 
15 ^ 80°C et les acides nucl6iques fix6s sur la membrane par exposition aux rayonnements UV (31 2 nm) durant 3 min utes. 

Ces membranes sont prehybridees k 37'*C pendant 60 minutes dans 4 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 
M pH 7,0, chlorure de sodium 0,5 M, EDTA 1 mM, SDS 0,65%, ADN de saumon 0,14 mg/ml, et polyethylene glycol 
6000 (PEG) 2%. 

L'hybridation est effectuee par incubation durant 60 minutes a 37''G dans 5 ml du meme tampon contenanl, a la 
20 concentration de 200 ng/ml I'oligonucleotide A28 (SEQ ID n'':15) marque a la peroxydase de raifort par couplage en 
5' selon le precede precedemment decrit dans le brevet International n** WO 91/1 981 2. Apres 3 lavages de 30 secondes 
dans 50 ml de tampon PBS IX (Sambrook et ai, 1989. Molecular Cloning ; A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold 
Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor) contenant 0^5 %o de Tween 20= I'oligonucleotide hybrids est revele par 
I'activite de la peroxydase en presence de 10 mg de tetrahydrochlorure de diaminobenzidine dihydrate (DAB) dans 
25 20 ml de tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7,2, chlorure de sodium 150 mM, albumine de serum de bovin 2 
mg/ml. Apres incubation a temperature ambiante et a I'abri de la lumiere pendant 15 minutes, la reaction est arrelee 
par rin9age a I'eau distillee. 

Un temoin d'activitede TARN polymerase T7 aete prealablementconstitue en preparant un fragment d'ADN double 
brin par PGR. a partir de la cible pBR322, a I'aide des amorces A24 (S EQ I D n"* : 1 7) et 1 028 (SEQ I D n** ; 1 8). Le produit 

30 de 295 paires de bases ainsi obtenu contient a une extremite le promoteur du phage T7 et sa transcription par I'ARN 
polymerase T7 permet d'obtenir un ARN de 263 bases. Le temoin d'activite de I'ARN polymerase T7 est realise par 
incubation de 10" copies du fragment de 285 paires de bases dans les conditions precedemment decrites. Cette 
reaction est effectuee pendant deux heures a 37°C, en parallele des essais de transcription sur les matrices contenant 
les structures tige-boucle de la presente invention. 

35 Les resultats obtenus confirment la capacite de matrices contenant une structure auto-appariee tige-boucle en 

amont d'un promoteur d'ARN polymerase a etre transcrites in vitro. La nature de la boucle ne semble pas avoir d'in- 
fluence puisque les matrices contenant une boucle avec deux residus aminoModifier IT"^ (amine incluse dans I'amorce 
2801; SEQ ID n^il) ou un residu Spacer Phosphoramidite^" (polyethyleneglycol inclus dans I'amorce 2806; SEQ ID 
n'':2) permettent d'obtenir le transcrit de taille attendue avec un rendement identique dans les deux cas. 

40 

EXEMPLE 4 : 

Les amorces tige-boucle de la presente invention doivent etre recopiables partiellement par une polymerase des 
acides nucleiques. Dans ce but; plusieurs ADN polymerases ont ete essayees : des enzymes thermostables telles 

45 que la Taq polymerase (Applied BioSystems), le fragment de Stoffet de la Taq polymerase (Applied BioSystems), la 
Bca polymerase (Takara), la \/©nf™ polymerase (New England Biolabs), et des enzymes thermolabiles telles qua le 
fragment de Klenow (Boehringer), la transcriptase inverse Superscript"^ (Gibco-BRL) et la T4 ADN polymerase (New 
England Biolabs). Ces polymerases ont ete testees vis a vis de leur capacite a elonger une amorce sur une malrice 
constituee par des oligonucleotides tige-boucle selon la presente invention, ainsi que sur une matrice temoin 2799 

50 (SEQ ID n°:21) ne comportant pas de structure de ce type. L'amorce A26 (SEQ ID n**: 22), complementaire de I'ex- 
tremite 3' de ces matrices, a ete marquee par I'isotope ^^p a son extremite 5' par la T4 polynucleotide kinase en 
> presence de [g-^P] ATP. L'amorce marquee a ete purifiee par filtration sur gel Sephadex G25 (Pharmacia) et I'equi- 
^ valent de 10 pmoles d'amorce marqu6e, correspondant ^ 2 xlO^ cpm, est hybride k 20 pmoles de matrice, dans le 
tampon commercial correspondant k Tenzyme (volume final 20 ml) L'enzyme est ajout6e (3 U de T4 ADN polymerase, 

55 ou 200 U de transcriptase inverse, ou 5 U de klenow, ou 1 U de polymerase thermostable) puis une incubation d'une 
heure est r6alis6e k 37°C pour les enzymes thermophiles et k 50 °C pour les enzymes thermostables. Les r6actions 
sont arrfit^es par congelation k -20'C. Les produits sont ensuita analyses par 6Iectrophor6se en gel d'acrylamide 
d6naturant. Les gels sont form6s par polymerisation d'une solution contenant 20 % d'acrylamide, ur6e 7 M, 0,26 % 
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bisacrylamide, 90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 8,3 el sont coules dans des appareils d'electrophorese The Stur- 
dier™ (Hoef er Scientific Instruments) d'une 6paisseur de 1 mm. Les 6chantilIons ^ analyser sont pr6par6s par melange 
de 10 p.1 de melange rdactionnel et de 10 \l\ d'une solution 0,035 % xylene cyanol, 0.035 % bleu de bronnophenoi, 1 
mM EOTA, 98 % fomnamlde. Avant ddpdt sur gel, ces 6chantillons sont dSnaturds ^ 95^0 pendant 2 minutes, puis 

s relroidls rapidement sur glace. L'Slectrophor^se est effectu^e ^ 450 Volts, jusqu'^ ce que le bleu de bromophdnol 
migre ^ 1 cm du bas du gel. Les gels sont s6ch6s sur papier Whatman 3MM et autoradiographies pendant 2 heures. 
La tallle des produits d'extension est dSterminde par rapport ^ un marqueur de poids mol^culaire constitud de diffdrents 
oligonucleotides marques en 5' comme les amorces, d^posd en paralldte sur le gel. 

L'analyse montre une elongation complete de I'amorce sur la matrice temoin SEQ ID N*21. en presence des 

10 difterents types d'enzymes utilisees, conduisant k un produit d'exlension de 59 bases. Sur les matrices 2801 (SEQ ID 
N*1) el 2804 (SEQ ID N'*21), des produit d'6longation de 60 et 30 bases sont obtenus, respectivement, en presence 
des enzymes Stoffel, Superscript^", VfenF" et Klenow. Ces produits correspondent a une elongation des amorces sur 
les cibles comprenant les structures auto-appariee tige-boucle jusqu'^ la demiere base pr6c6dant la modification chi- 
mique aminoModlfier 11""^". Ceci demontre d'une part que la structure auto-appari6e tige-boucle ainsi tormee peut etre 

IS ouverte grace k I'activite de deplacement de brin de ces enzymes, et que ces structures auto-appariee tige-boucle ne 
sont que partiellement recopiables du fait de la presence de la modification chimique car la replication de ces structures 
est arretee par ladite modification. De meme, des resultats de meme nature sont obtenus sur les matrices 2806 (SEQ 
ID N"2) et 2810 (SEQ ID N**6) puisque des produit d'elongation de 60 et 30 bases sont obtenus, respectivement, en 
presence des enzymes StoffeL Superscript"™, Vent^^ et Klenow. Ces produits correspondent a I'elongation de I'amor- 

20 ce A26, sur des cibles comprenant des structures auto-appariee tige-boucle, jusqu'a la derniere base precedent la 
modification chimique Spacer Phosphoramidite™. L'utilisation des enzymes Tag et Bca ne permet pas d'obtenir les 
produits d'extension attendus, quel que soit le type structure tige-boucle utilise. Ces enzymes possedanl une activite 
exonuclease (5'-3'), il est probable qu'elles degradent ta matrice avant meme d'avoir pu la recopier. II est utile de noter, 
dans le cas ou on utilise la T4 ADN polymerase, qu'aucun produit d'extension n'est observe en presence des matrices 

25 2804 et 2810: et que par contre, un produit d'extension d*environ 50 nucleotides est obtenu en presence des matrices 
2801 et 2806. Ceci semble indiquer que la T4 ADN polymerase n'est pas capable d'ouvrir, afin de les copier, les 
structures tige boucle utilisees dans le present exemple. 

EXEMPLE 5 : 

30 

On realise une amplification selon la methode decrite a la figure 5. Pour ce faire un fragment de 167 paires de 
bases a ete synthetise par la technique PCR a I'aide des amorces DTA7 (SEQ ID n'*:23) et DTA8 (SEQ ID n**:24), a 
partir de pBR322. et qui contient done une partie de la sequence du gene tern correspondant aux nucleotides 336 a 
402 inclus de la SEQ ID n**;9. Ce fragment contient a chacune de ses extremites une sequence promotrice d'ARN 

35 polymerase (en particulier le promoteur du phage T7), precedee en 5' par une sequence homologue a la sequence 
E220 (SEQ ID n'*:25). Afin de mettre en evidence le caractere exponentiel de la methode, differentes reactions d'am- 
plification ont ete menees en parallele en presence de quantites decrotssantes de molecule cible constituee par le 
fragment de PCR precedent purifie : de lO"""" a 10^ copies par essai. Les reactions sont realisees dans un volume final 
de 50 ^1, en presence d'ATR CTR GTP et DTP (4 mM chaque), de dATP dCTP, dGTP et dTTP (1 mM chaque) de 1 
\j/\x\ d'ARN polymerase du phage 17 (New England Biolabs), de 4 U/jil de Transcriptase inverse MMLV Superscript"™ 
(Gibco-BRL), depourvue d'activite RNase H, et 1 U/|a.l de RNA guard (Pharmacia). Le milieu reactionnel contient en 
outre les amorces HI et H2 selon invention correspondant aux oligonucleotides 2906 et 2808 (SEQ ID n*:2 et SEQ 
ID n**:4, respectivement) a une concentration de 1 nJVI et les amorces de deplacement E220 (SEQ ID n'':25) et 31 (ou 
S2) correspondant a I'oligonucleotide DISS (SEQ ID n*:26) a une concentration de 0,1|iM. Apres deux heures d'incu- 

45 bation 37*'C, les reactions d'am plification sont arretees par congelation du milieu reactionnel a -20''C- Une fraction de 
5 pi, soit 1/10 de volume reactionnel estanalysee quant itativement par capture et detection specifique selon la methode 
ELOSA (Enzyme Linked Oligo Sorbent Assay). La methode fait interventr la fixation d'un oligonucleotide de capture 
sur support solide (plaque da microtitration), la denaturation du produit de reaction; son hybridation sur la sonde de 
capture specifique de la sequence amplifiee et la revelation par une sonde de detection couplee a la peroxydase de 

50 raitort. L'oligonucleotide de capture A20 (SEQ ID n°:27) est fixe da fagon passive sur les puits d'une plaque de micro- 
titration Nunc-lmmuno plate de Maxisorp selon la methode deja decrite dans le brevet FranQais n**9l 09057. permettant 
la fixation d'environ 5 pmoles d' oligonucleotide sur un puits. Apres fixation, trois lavages avec du tampon PBS Tween 
1 X sont effectues. La detection du produit d'am plification capture est realisee conform6ment ^ la technique prec6dem- 
ment d6crite dans le brevet Fran?ais n° 91 09057. fraction de 5 ^il S analyser est ajoutee k un volume de 35 pi de 

55 tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0. chlorure de sodium 1 M, EDTA 2 mM, SDS 1,3%, ADN de saumon 0.24 
mg/ml, polyethylene glycol (PEG) 6000 4%. Les acides nucieiques contenus dans cet 6chantillon sont denatures par 
addition de 5 fil d'hydroxyde de sodium 2 M ^ temperature ambiante, et neutralises apres 3 minutes par addition de 5 
p.1 d'acide acetique 2 M. Pour contrdle et etalonnage. deux gammes de dilution d'ARN correspondant aux produits 
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cfamplification attendus sont effectuees. Chaque echantillon est alors depose dans le puits d'une plaque de microti- 
tration dans lequel a 6\6 pr^atablement fix6e la sonde oligonucldotidique da capture A20 (SEQ ID n*^:27). On depose 
sort 50 jil d'Schantillon non diiu6, soit le mSme volume d'^chantillon dilu6 au 10^® ou au 100*"*® Imm6diatement, un 
volume de 50 p.1 de tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0, chlorure de sodium 1 M, EDTA 2 mM, SDS 1,3%, 

5 ADN de saumon 0.24 mg/ml, polyethylene glycol (PEG) 6000 4%, contenant 5 ng de sonde oligonucl^otldique de 
detection A 1 9 (SEQ ID n*:2e) coupl6e ^ la peroxydase de raifort. est ajout6. Aprfes incubation 60 minutes k 37*C, les 
puits sont lavSs au PBS Tween IX. La revelation de la sonde A1 9-peroxydase hybridee sur le produit d'amplification 
est eftectu6e par addition de 100 \i\ d'une solution contenant le substrat ortho-phenyiene diamine (OPD). La reaction 
colorimetrique est arrdtee aprfes 20 minutes par addition de 100 \x\ d*acide sulfurique 1 M. La densite optique h 492 

10 nm est lue gr^ce k un lecteur AXIA microreader (bioMerieux). Les resultats obtenus sont representes par les histo- 
grammes dans la figure 7. Pour chacune des dilutions de cible, deux essais ont ete realises : essai complet (comme 
decrit precedemment) et essai sans amorce de deplacement E220 et DIS8. Les resultats montrent que la methode 
d'amplification (systeme complet) permet de detecter dans ces conditions un signal sp6cifique significatif jusqu'6 une 
quantite de cible initiale de 10^ copies par essai, soit une sensibilite de 10^ copies, putsqu'une fraction equivalant ^ 

IS 1/10^"'® du milieu reactionnel est analys6e dans ces conditions. Cette sensibilite n'est que relative et peut etre gran- 
dement amelioree si I'on utilise un systeme de revelation autre que la colorimetrie (par exemple la fluorescence, la 
chemiluminescence ou la bioluminescence). Les resultats montrent surlout qu'en absence d'amorce de deplacement 
E220 et DISS, un signal specif ique n'est obtenu que pour une quantite de cible egale 1 0^ copies par essai. La difference 
de sensibilite de detection entre "avec" et "sans" amorce de deplacement est done d'un (acteur 10^. ou de 2 unites 

20 Log de base 1 0. Ceci demontre que la methode permet une accumulation importante de produit d'amplification, celle- 
ci ne pouvant provenir que de la realisation du cycle d'amplification. La realisation du cycle n'est done possible qu'en 
presence des amorces de deplacement. Ces donnees montrent que la methode repose sur la cyctisation du procede 
jusqu'a retape de transcription par le biais d'une etape de deplacement enzymatique, en particutier a I'aide d'une 
amorce de deplacement en presence d'une ADN polymerase telle qu'une transcriptase inverse. L'analyse qualitative 

25 des essais d'amplification par separation electrophoretique, transfert sur membrane de nylon et hybridation, comme 
decrit dans I'exemple 3, a I'aide de la sonde A28 (SEQ ID n°:15) d'une part et de la sonde A19 (SEQ ID n'':28) d'autre 
part couplees a la peroxydase de raifort, a permis de mettre en evidence deux molecules d'ARN compiementaires de 
110 bases, correspondant au produit d'amplification attendu. 

30 EXEMPLE 6: 

Afin de demontrer la capacite de blocage de la polymerisation par differents bras non nucleotidiques, plusieurs 
types d'amorces tige-boucle ont ete synthetisees (selon la technique decrite dans I'exemple 1) : les unes renferment 
un bras non nucleotidique Aminomodifier II™ (Clontech ref: 5203) comportant 2 (3116 ; SEQ ID n'^.SS) ou 4 carbones 

35 (2804 ; SEQ ID n**:5), les autres un bras Spacer Phosphoramidite"^" (Clontech ref: 5260) a 12 carbones (2810 ; SEQ 
ID n*:6) ou un nucleoside a-thymidine, note otdT, 3531 (SEQ ID n°:32) (le phosphoramidite necessaire a 1' incorporation 
du nucleoside est prepare a partir du nucleoside commercial Sigma ref: T3763). L'arret de la polymerisation le long 
de ces structures tige-boucle particulieres a ete analyse avec plusieurs polymerasesia) des enzymes thermostables 
telles que le fragment de Stoffel de la Taq polymerase (Applied biosystems) ou la S^Nm^"^ (New England Biolabs) et 

40 b) des enzymes thermolabiles telles que le fragment de Klenow de la polymerase I d'Escherichia coli (Boehringer) ou 
la transcriptase inverse Superscript IT" (Gibco BRL). 

Dans un premier temps, I'amorce A26 (SEQ ID n*:22) qui est complementaire de I'extremite 3' de chacune des 
matrices, a ete marquee a son extremite 5' par la T4 polynucleotide kinase en presence de [y-^^pjATP, puis purifiee 
par filtration sur gel Sephadex G-25 (Pharmacia). Dans un second temps, lO"'^ copies d'amorces tige-boucle (SEQ ID 

45 n°33, 5, 6, ou 32) et lO''^ copies d'oligonucleotide A26 (SEQ ID n*':22 ) marque sont melanges en presence de chacun 
des dNTPs (1 mM final) dans un volume reactionnel de 20 \i\ (tampon commercial (IX final) correspondant a chacune 
des enzymes que Ton souhaite utiliser) et en presence de 200U de transcriptase inverse, de SOU du fragment de 
Klenow, de lU du fragment de Stoffel de la Tag polymerase, ou de 2U de la 9**Nm. Apres une incubation pendant une 
heure a 37'*C, les reactions sont arretees par congelation a -20*C et les produits sont analyses par elect rophorese en 

50 gel de polyacrylamide denaturant, comme decrit dans I'exemple 4. La taille des produits d'elongation est determinee 
par rapport a un marqueur de poids molecutaire constitue de differents oligonucleotides marques en 5' et deposes en 
parallele sur le gel. 

Les resultats obtenus montrent que I'eiongation de I'amorce A26 est interrompue par le bras non nucleotidique 
sur les matrices constituees de la structure tige-boucle 2804 (SEQ ID n*:5), 2810 (SEQ ID n^:6), 3239 (SEQ ID n'':34) 
5S et 3531 (SEQ ID n**:32) lorsque la replication est effectuee avec le fragment de Klenow : sur les matrices constituees 
de la structure tige-boucle 2810 (SEQ ID n'*:6), 3239 (SEQ ID n*:34) et 3531 (SEQ ID n°:32) lorsque la replication est 
effectuee avec la transcriptase inverse ; sur les matrices constituees de la structure tige-boucle 2804 (SEQ ID n^rS). 
2810 (SEQ ID n*:6). 3116 (SEQ ID n'»:33), 3239 (SEQ ID n'»:34) et 3531(SEQ ID n=»:32) lorsque la replication est 
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effectuee avec le fragment de Stoffel. L'utilisation de structures tige-boucle comportant un bras non nucleotidique 
poIy6thyI&neglycol de 12 carbones (Spacer Phosphoramidite), par exemple les structures 2810 (SEQ ID n*:6) et 3239 
(SEQ ID n°:34) est une solution avantageuse pour la rdalisatron de la pr^sente invention car elle ne permet pas de 
polymerisation au-del^ du site non nucleotidique, quelle que soit Tenzyme utilisde. II semble en outre qu'il existe une 
5 relation entre la longueur et/ou la nature du bras non nucleotidique et la capacity d'arrSt de la polymerase par cet 
element par une enzyme donnee. 

EXEMPLE 7: 

10 Afin de demontrer la capacite d'un fragment d'ADN double brin ^ former une structure tige-boucle selon Tinvention, 

un fragment d'ADN double brin de 135 paires de bases a 6te synthetise. Pour cela, une partie du gfene tern (SEQ ID 
n^iQ) inclus dans le plasmide pBR322, a ete amplifie par la technique de PCR a I'aide de I'amorce tige-boucle 3336 
(SEQ ID n*:35), qui renferme un bras non nucl6otidique de type AminoModifer II™, et de I'amorce 1863 (SEQ ID n*: 
39) en presence du fragment de Stoffel de la Tsq polymerase (Applied Biosystems) depourvue d'activite exonuciease 

IS 5'-3\ Le fragment obtenu contient, k Tune des extremit6s 5*, une sequence susceptible de former une structure tige- 
boucle. En parallele, une PCR de controle est realisee en presence de I'amorce 3215 (SEQ ID n":43) et de I'amorce 
1863 (SEQ ID n'lSg). Le produit d'amplification par PCR ainsi obtenu renferme seulement la sequence de la tige et 
constitue un temoin de poids moleculaire de 135 paires de bases sous forme duplex. 

Apres PCR, les produits sont analyses sur gel d'agarose SeaKem LE 2% (FMC). Apres migration a 80 V pendant 

20 2 heures dans une solution de tampon TBE IX (89 mM Tris-HC! pH 8,3 89 mM acide borique, 2 mM EDTA), le gel est 
colore en presence de bromure d'ethidium (0,6 |xg/ml). L'analyse des produits de PCR met en evidence deux bandes 
de taille distincle correspondant a deux formes de migration des produits obtenus a partir de I'amorce tige-boucle 3336 
(SEQ ID n°:35) et une seule forme de migration dans le cas du temoin de poids moleculaire. Les deux formes de 
mobilite electrophoretique visuatisent deux conformations differentes, tige-boucle ou duplex, de I'une des extremites 

25 5* du fragment d'ADN. La forme dont la migration electrophoretique est la plus rapide correspond a une molecule au 
sein de laquelle la sequence de I'amorce 3336 introduite dans le fragment PCR se trouve sous une forme duplex, la 
forme dont la migration electrophoretique est la plus lente correspond a une molecule au sein de laquelle ladite se- 
quence de Tamorce 3336 est repliee sous la forme d'une tige-boucle. 

Les bandes observees sur gel d'agarose sont decoupees et purrfiees a I'atde d'un kit d'extraction sur gel Qiaex 

30 II™ (Qiagen, ref : 20021 ). Les produits purifies sont deposes sur gel d'agarose SeaKem LE 2% (FMC) dans des con- 
ditions identiques h celles decrites plus haul. La migration du produit correspondant a la forme rapide se traduit par 
une seule bande migrant de maniere identique a celle issue de la purification du produit de ta PCR de controle. Le 
produit correspondant a la forme lente precedemment isolee conduit a I'obtention d'une seule bande retardee par 
rapport a celle issue de la purification de la PCR de controle. 

35 AfIn de confirmer que les deux bandes obtenues sur gel d'agarose correspondent a deux formes isomeres du 

meme produit d'amplification par PCR, chacune des bandes Isolees et purlfiees precedemment a parllr du produit de 
cette PCR ont ete sequencee a I'aide d'un kit Dye Deoxy Terminator cycle sequencing (Applied Biosystems). La reaction 
de sequen9age necessite une premiere amplification realisee a partir 10''^ copies du produit purifie. en presence de 
10 |xl de melange reactionnel de sequen^age et de 5p.l de ramonce 1863 (SEQ ID n*:39) de la PCR initiale. La reaction 

40 de sequengage est realisee sur un appareil Thermocycler 480 (Perkin Elmer) selon le cycle sulvant: 30 secondes a 
96'*C, 15 secondes a 40*'C et 4 minutes a 60*C, I'ensemble repete 25 fois. Ce produit PCR est ensulte purifie sur 
colonne G-50 Sephadex (Pharmacia), puis sequence sur un sequenceur automatique (Applied Biosystems 373 A). 

L'analyse des resultats montre qu'il n'existe pas de difference entre les sequences obtenues a partir du produit 
de la PCR de controle, de la forme rapide ou de la forme lente purlfiees precedemment. De plus, la conformite de 

45 sequence entre, d'une part, le produit de la PCR de contole et, d'autre part les deux formes isomeres isolees confirme 
que la partie tige de la structure tige-boucle est repliquee de maniere fidele par le fragment de Stoffel de la laq poly- 
merase. Cette replication est Interrompue, comme precedemment demontre dans I'exemple 6, par la partie non nu- 
cleotidique de la boucle des amorces de la presente invention. 

L'ensemble de ces elements montrent que I'incorporation d'une amorce capable de former une structure secon- 

50 daire de type tige-boucle, selon la presente invention, permet la formation de deux formes isomeres comportant a leur 
extremile une meme sequence soit sous la forme d'une llge-boucle soit sous la forme d'un duplex. 

EXEMPLE 8: 

55 Des essais de deplacement (selon le modefe de la Figure 9) ont ete realises sur un ARN transcrit a partir du produit 

d'amplification par PCR de 572 paires de bases prealablement obtenu avec les amorces 2434 (SEQ ID n*:40) contenant 
un promoteurdu phage T7 k son extremite 5'. et 3239 (SEQ ID n'*:34) poss6dant un r6sidu Spacer Phosphoramidite™ 
(hexaethyieneglycol). Cet ARN possede k son extr6mlt6 3' une sequence compiementaire de la partie tige de I'amorce 
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3239, permettant Thybridation d'une amorce de deplacemeni Dis 22 [y-^^P]AiTP (SEQ ID n'*:44). Get ARN psul en outre 
s'hybrider avec I'amorco tigo-boucle A21 (SEQ ID n':41) ^ son extr6mit6 3'. Un tdmoin r6actionneI est r6alis6 en 
substituant I'annorce tige-boucle 3239 par i'amorce 3215 (SEQ ID n*':43) qui possdde la s6quence de tige en amont 
(5') de la sequence A21. Les rdactions de ddplacement sont rdalis^es dans un volume final de 20 p.1 en presence de 

5 transcriptase inverse Superscript II™ (GIBCO-BRL) dans le tampon opttmis6 par le tournisseur, de dNTPs (1 mM 
chaque, Phanmacia). de 10" copies de cible par essai et de 5 x 10^2 copies d'amorce par essai. Apr6s une incubation 
pendant 30 minutes ^ 37°C, les reactions sont arret^es par adjonction de 20 \l\ de tampon 0,02% Xylene Cyanol, 
0,02% Bleu de Bromoph6nol, 25 mM EDTA, 90% formamide. Les 6chantiIlons sont d6natur6s k 65**C pendant 3 mi- 
nutes, refroidis rapidement sur glace et analyses par 6lectrophor6se en gel de polyacrylamide 8% d6naturant (7 M 

^0 ur6e) en tampon TBE (Tris-borate 90mM. EDTA 2mM. pH 8.3). L'6lectrophor6se est effectu^e k 300 V jusqu'^ ce que 
le front de migration parvienne h environ 1 cm du bas du gel. 

Un controle de I'elongation de I'amorce tige-boucle 3239 (SEQ ID n*:34) par la transcriptase inverse sur la malrice 
ARN. en presence de I'amorce de d^placement Dis 22 (SEQ ID n°:44) est r6alis6 dans lequel I'amorce 3239 (SEQ ID. 
n'':34) marquee en 5* pardu [y-^^p^/^jp ©gt incub6e, dans les conditions expos6es plus haut, en pr6sence de I'amorce 

IS de d6ptacement Dis 22 (SEQ ID n'':44) non marqu6e. L'6lectrophor6se confirme que la structure tige-boucle est re- 
copiee jusqu'a I'extemit^ 5' de la matrice ARN. De meme, I'hybridation et I'elongation de I'amorce de deplacement Dis 
22 (SEQ ID n°:44) sur la matrice ARN synthetisee est verifiee par incubation de cette amorce marquee en 5' par du 
[y_32p];\Tp Cette elongation permet la synthese d'un ADNc dont la longueur est compatible avec la matrice ARN. Par 
ailleurs, I'intensite des produits visualises reflete le degre de repltement de I'une des extremites 5' des molecules 

20 produites, sous une forme tige-boucle. 

Les essais de deplacement revelent un produit d'elongation de I'amorce de deplacement sur matrice ARN, con- 
firmant le deplacement du brin Issu de I'elongation de I'amorce tige-boucle ulillsee. Cela tend a prouver que I'amorce 
tige-boucle utilisee, lorsqu'elle est hybridee sur la matrice ARN, est presente sous une fomrte repliee tige-boucle, per- 
mettant ainsi k I'amorce de deplacement de s'hybrider sur la partie 3' de I'ARN. Lorsque les essais de deplacement 

25 sont realises en rempla^ant I'amorce 3239 (tige-boucle) par I'amorce 321 5 (absence de structure tige-boucle), la faible 
intensite du produit d'elongation de I'amorce de deplacement confirme que la sequence de tige contenue dans I'amorce 
3215 empeche {'hybridation de I'amorce de deplacement, par un phenomene de competition au niveau du meme site 
d'hybridalion. L'amorce tige-boucle etudiee dans ce cas particulier montre que la stabilite de cette structure tige boucle 
est superieure a celle de I'heteroduplex ADN/ARN correspondant qui pourrait se former par deplacement de I'equilibre 

30 thermodynamique. Ces resultats mettent en evidence la possibillte d'utilisation des amorces tige-boucle selon la pre- 
sente invention sur une matrice ARN. 

L'effet d'un agent intercalant de type acridine fixe a I'extremite 5' d'une amorce tige-boucle sur I'efficacite de de- 
placement de brin sur matrice ARN a egalement ete etudie. Dans ce but. une matrice ARN a ete transcrite a partir 
d'un produit de PGR contenant I'amorce 321 5 (SEQ ID n'*:43) et I'amorce promotrice 2709 (SEQ ID n**:42). Les essais 

35 de deplacement sont realises sur matrice ARN comme precedemment decrit, en presence d'amorce de deplacement 
Dis 22 (SEQ (D n'':44) marquee en 5' par du [y-^SpjATP 

Les essais sont conduits selon deux modes differents. selon un premier mode, I'ADNc issu de I'elongation des 
amorces tige-boucle etudiees est preforme en presence des reactifs ad^quats (transcriptase inverse, nucleotides), et 
I'amorce de deplacemeni est ajoutee au melange reactionnel avec un decalage de 15 minutes : selon un deuxieme 

40 mode, I'analyse est realisee, comme precedemment. avec tous les reactifs presents dans le milieu reactionnel en 
meme temps. Dans les deux modes, les produits reactionnels sont mis en incubation pendant 30 minutes a 37**G- 

Deux amorces tige-boucle ont ete etudiees : 3221 (SEQ ID n*':36) et 3516 (SEQ ID n*':38), cette derniere corres- 
pondant a I'amorce 3221 avec un goupement acridine (6- chloro-2-methoxyacridine -Clontech ref 5236) situe a son 
extremite 5'. Un temoin de deplacement est constitue par I'amorce A21 (SEQ ID n*':41). Les amorces, sans aucune 

45 distinction^ sont a une concentration de 5 x 10^2 copies par essai, et la matrice ARN utilisee est a lO^"" copies par 
essai. Uanatyse des produits est realises par electrophorese en gel de polyacrylamide 8% denaturant tel que decrit 
precedemment. Des produits d'elongation da mem© intensite sont obtenus a partir du temoin realise avec I'amorce 
A21 , avec ou sans etapo de preformation, confirmant I'absence de competition au niveau de ce systeme. La realisation 
de I'etape de preformation dans le cas de I'amorce tige-boucle 3221 (SEQ ID n^'iSe) ns conduit pas a I'obtention d'un 

50 produit d'elongation d© Tamorc© d© deplacement, tandis que le meme essai realise sans etap© d© preformation donne 
un resultat positif comme precedemment decrit. Des signaux do meme intensite sont obtenus en utilisant I'amorce 
3516 (SEQ ID n'*:3S), avec ou sans etape de preformation. L'intensit© d© c© signal est identiqu© a cells obtenue en 
utilisant I'amorce 3221 sans preformation. 

Ces rdsultats montr©nt qu© la pr6sence d'un group©ment intercalant d© type acridine h rextr6mit6 5' d© i'amorce 

55 etudiee permet la formation de la structure tige-boucle par repliement intramoleculaire, au sein d'un long heteroduplex 
ARN:ADN pr6torm6. En I'absence d'acridine, la forme duplex ARNiADN associde k la ttge-boucle correspondante 
semble majoritaire, puisqu'aucun signal d© d6plac©m©nt n*est observe. Ces r6sultats montrent I'int^rSt qu© p©ut pre- 
senter la presence d'un agent intercalant sur les amorces pour favoriser le repliement intramol6culair© des structures 
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tige-boucle. 
EXEMPLE 9: 

5 Des produits d'amplification par PGR ont §t6 synth6tis6s dans les conditions d§crrtes pr§c6deminent, ^ I'aide de 

t'amorce 1863 (SEQ ID r\^:39) el d'une des amorces suivantes : ramorce tige-boucle 3514 (SEQ ID n°:37) poss6dant 
un groupement acridine en 5' at un bras non nucl6otldique Spacer hexa6thyl6ne glycol (Clontech ret 5260), ou I'amorce 
tige-boucle 3239 (SEQ ID n'*:34) contenanl un bras espaceur phosphoramidite, mais pas de groupement acridine, ou 
I'amorce t6moin 3215 (SEQ ID n**:43) contenant une sequence de lige mais pas de structure tige-boucle. Les produits 

10 d'amplification sont purifi6es comme d6crit pr6c6demment. 

Des essais de d6placement de la structure tige-bouc!e ont 6t6 r§alis6s, selon le principe d6crit dans la figure S. 
10^1 copies de cible PGR puriliees sont melangees a 37*G avec le tampon commercial du fragment de Klenow de 
I'ADN polymerase I d'Escherichfa coli, en presence de dNTPs (1 mM) et de I'amorce de d6placement DIs 9 (SEQ ID 
n°:45), dont la sequence est identique h celle de la tige de la structure tige-boucle. Get oligonucleotide est marqu6 en 

t5 5' au [y-^P] ATP Le volume final r6actionnel est de 20 |iL 

Les essais sont realisees avec ou sans denaturation thermique initiale (3 minutes a 95°G). 5 U de fragment de 
Klenow de I'ADN polymerase I d'Eschehchm co// sont ajoutees. Apres 1 heure & 27°0., les reactions sont arretees par 
congelation et les produits d'elongation sont analyses par electrophorese en gel de polyacrylamide denaturant. Les 
produits sont reveles par autoradiographie. 

20 Les resultats revelent des produits d'elongation d'une laille attendue de 141 bases en presence des matrices 

d'amplification PGR synthetisees a partir des amorces 3215, 3239 et 3516, lorsque les essais sont realises apres 
denaturation thermique. Sans etape de denaturation thermique de la cible au prealable, un produit d'elongation de 
taille attendue est obtenu pour les matrices d'amplification PGR synthetisees avec les amorces tige-boucle 3516 et 
3239: mais aucun produit n'est detecte dans le cas de la PGR effectuee avec I'amorce 3215 (temoin negatif). Ces 

2S elements montrent que la presence d'une structure tige-boucle au sein d'un duplex ADN permet. par repliement de 
ladite structure, de liberer un site simple brin qui peut ensuite s'hybrider avec une amorce de deplacement. Cette 
amorce peut ensuite etre elongee et peut deplacer le brin situe en aval renfermant une structure tige-boucle a son 
extremite 5' (figure 8). En I'absence de structure tige-boucle (cas de I'amorce 3215), la lorme double brin de la matrice 
empeche I'hybridation de toute amorce de deplacement pour I'hybridation. 

30 

EXEMPLE 10: 

Des essais d'amplification selon la technique decrite dans la figure 9 ont ete realises. Une cible de 83 paires de 
bases a ete synthetisee par la technique PGR a I'aide des amorces 3215 (SEQ ID n';43) et 2709 (SEQ ID n*':42), a 

55 partir du plasmide pBR322. Gette cible contient a une extremite 5* la sequence promotrice de I'ARN polymerase du 
phage T7 et a I'autre extremite 5' la sequence de la tige contenue dans I'amorce tige-boucle utilisee dans les essais 
d'amplification. La cible est utilisee dans des conditions de concentration decroissantes allant de lO^*'- 10^, 10^* 10^ 
et 1 0^ copies. Le milieu reactionnel (25 pJ) contient I'amorce tige-boucte 351 4 (SEQ ID n'*:37) contenant un groupement 
hexaethyleneglycol ainsi qu'une acridine en 5', et Tamorce promotrice 2709 (SEQ ID n* :42) a une concentration finale 

40 de 1(xM. L'amorce de deplacement Dis22 (SEQ ID n**:44), dont la sequence est identique a la sequence de la tige 
contenue dans I'amorce tige-boucle, est utilisee a 1 (iM final. Le tampon de reaction utilise est celui optimise par Milligan 
ef a/, pour I'activite de I'ARN polymerase T7, additionne de gtutamate de potassium 50m M, et contient des rNTPs 
(Pharmacia) (4m M) et des dNTPs (Pharmacia) (1 mM). Les enzymes utilisees sont 50 U de la T7 ARN polymerase 
(Biolabs) ou 200U de transcritase inverse Superscript II™ (GIBGO BRL). Pour chacune des dilutions de cible. trois 

4£ essais ont ete realises : un essai complet (comme decrit precedemment), un essai sans amorce de deplacement Dis22, 
et un essai sans enzymes. Apres une incubation de deux heures a 37*'C, les reactions d'amplification sont arretees 
par congelation du milieu reactionnel a -20'*C. I/S®'"* de volume reactionnel est analyse quant ilativement par capture 
et detection specifique selon la methode ELOSA. La technique de fixation de I'oligonucleotide de capture A20 (SEQ 
ID n*:27), ainsi que la detection du produit d'amplification capture est decrite dans I'exemple 5 ci-dessus. La fraction 

50 de 5 |j1 a analyser est ajoutee a un volume de 35 \x\ de polyethylene glycol (PEG). Les acides nucleiques contenus 
dans cet echantillon sont denatures par addition de 5 \i\ d'hydroxyde de sodium 1 M. Ghaque echantillon est depose 
dans le puits d'une plaque de microtitration dans laquelle a ete prealablement fixee la sonde de capture A20 (SEQ ID 
n":27). L'ajout de la sonde de detection A19 (SEQ ID n*:28), I'lncubation et la lecture de la microplaque sont realisees 
conform6ment k la technique pr6cedemment d6crite dans I'exemple 5. 

55 Les resultats obtenus (Figure 10) montrent que la methode d'amplification permet de detecter un signal specifique 

significatif jusqu'd une quantity de cible initiale de 10^ copies par essai, sort une sensibility absolue de 2 x 10^ copies, 
puisqu'une fraction dquivalente ^1/5 dme de milieu reactionnel est anatysSe dans ces conditions. En I'absence de 
I'amorce de deplacement Dis22, un signal specifique significatif est obtenu jusqu'a une quanlite de cible initiale de 10^ 
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copies par essai, soft una sensibilfte absolue de 2 x 1 0^ copies. Ces resuttats mettent en evidence la possibilite d'obtenir 
une accumulation da produit d'amplification par cyclisation du proc^dd en presence da Tamorce da dSplacemant. En 
I'absence d'enzyme, la sensibility de detection est de 10^** copies par essai. 

5 EXEMPLE 11: 

L'utilisation des amorces tige-boucle de la pr6sente invention dans une mSthode d'amplification telle que d6crite 
dans la figure 4, a 6t6 6tudi6e. Des produits PGR de 91 paires de bases, comprenant & chaque extr6mlt6 des structures 
tige-boucle avec un bras non nucl^otidique phosphoramidite, ont ^t^ utilises comme cible d'amplification. lis ont St6 

10 synth6tis6s k I'aide des amorces 2810 (SEQ ID r\°\6) et 2811 (SEQ ID n**:8). Ces mSmes amorces ont 6t6 utilis6es k 
une concentration de 1 |iM final dans lea essais d'amplification; roligonucl^otide d^placeur Dis9 utills6 (SEQ ID t\°:52) 
est marque en 5' au [*^^Pj ATP et utilise ^ une concentration finale de 1|J.M. Les amplifications sont realisees sur des 
dilutions de cible allant de 10" ^ 0 copies de cible par essai, en presence de 5 U de fragment Klenow de I'ADN 
polymerase d'EschericNa cofi (Boehringer), dans le tampon commercial recommand6 pour cette enzyme, et en pr6- 

is sence de dNTPs 1 mM (Pharmacia). Les essais sont r6alis6s dans un volume total de milieu r^actionnel de 50 m,I et 
incubes 3 heures ^ 37'*C. Un essai lemoin sans enzyme a egalement ete realise dans les memes conditions. 

1/1 0^"^® de volume reactionnel est analysee quantitatlvement par capture et detection specif ique selon la metfiode 
ELOSA. La detection du produit d'amplification est realisee a I'aide de roligonucleofide de capture A25 (SEQ ID n°: 
14) et la sonde de detection A28 (SEQ ID n°: 15), selon la methode decrrte dans I'exemple 5. 

20 L'anatyse des resultats obtenus (Figure 11) montre qu'un signal d'amplification significatif est obtenu dans ces 

conditions experimentales, pour des quantites de cible initiales de 10" et 10^° copies par essai, soit une sensibilite 
absolue de 10^ copies, puisq'une fraction equivalant a 1/10^"™® du milieu reactionnel est analysee dans ces conditions. 
En absence d'enzyme, aucun signal significatif n'est obtenu, la cible de depart n'est meme pas detectee. Compte tenu 
de laspecificite de detection de la methode ELOSA^ ces resultats montrent qu'une accumulation specifique de produit 

2S s'elfectue. 
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LISTF PES SEQUENCES 

INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM : Society Anonyme dite : BIO MERIEUX 

(B) RUE : Chemin de I'Orme 

(C) VILLE : Marcy I'Etoile 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL : 69280 

(G) TELEPHONE : (33) 78 87 20 00 

(H) TELECOPIE : (33) 78 87 20 90 

(ii) TITRE DE L'INVENTION : 

"Oligonucleotide utilisable comme amorce dans une methode 
d'amplification bas6e sur une replication avec deplacennent de brin." 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 46 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : PC compatible 

(C) SYSTEME D'EXPLOITATION : MS-DOS 

(D) LOGICIEL : MSWORD 6.0 pour MS-DOS 6.20/WINDOWS 3.10 
1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1 : 



1i 



NOM D'USAGE : 2801 

CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE : 



1IA 



LONGUEUR : 76 



lie 



liB 



liD 



TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 
NOMBRE DE BRtNS : simple 
TOPOLOGIE : lineaire 
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liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACT^RISTIQUE ADDITIONNELLE: N = r6sidu 3-amino-1 .2-propane- 

diol 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQID NO : 1: 

TCCATCGCTT CGGGNNAACG AAGCGATGGA AGTAATTTAA TACGACTCAC 50 
TATAGAAAGA GGATGGCATG ACAGTA 7 6 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2 : 

NOM D'USAGE : 2806 
1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 75 

liB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple ' 

liD TOPOLOGIE : lin6aire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTERISTIOUE ADDITIONNELLE : N' = r6sidu hexa6thyleneglycol 

1 xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 2 : 

TCCATCGCTT CGGGN ' AACGA AGCGATGGAA GTAATTTAAT ACGACTCACT 50 
ATAGAAAGAG GATGGCATGA CAGTA 75 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 3 : 

NOM D'USAGE : 2803 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

HA LONGUEUR: 77 

liB TYPE : acide d6soxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

HD TOPOLOGIE : lineaire 
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1iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTt RISTIQUE ADDITIONNELLE : N = residu 3-amino-1 .2 

* propane-diol 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

10 

SEC ID NO : 3 : 

TCCATCGCTT CGGGNNAACG AAGCGATGGA AGTAATTTAA TACGACTCAC 50 
1S TATAGAAAGA GTTGGCCGCA GTGTTAT 7 7 



25 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO ; 4 : 

NOM D^USAGE : 2808 

1 i CARACTeRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 76 

1 iB TYPE : acide desoxyribonucl6ique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGiE : lineaire 

1 iE SOURCE : synthese chimique 

1jF CARACT^RISTIOUE ADDITIONNELLE :N' = residu hexaethyleneglyco! 

35 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

40 SEQ ID NO : 4 : 

TCCATCGCTT CGGGN'A-ACGA AGCGATGGAA GTAATTTAAT ACGACTCACT 50 
ATAGAAAGAG TTGGCCGCAG TGTTAT 7 6 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5 : 

NOM D'USAGE : 2804 
1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 46 
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liB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lin^aire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACT£RISTIQUE ADDITIONNELLE : N = residu 3-amino-1 .2-propane- 

diol 

1 xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

GEO ID NO : 5 : 

TCCATCGCTT CGGGNNAACG AAGCGATGGA GGATGGCATG ACAGTA 4 6 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 6 : 

NOM D*USAGE : 2810 
1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 45 

liB TYPE : acide d6soxyrlbonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

IID TOPOLOGIE : lineaire 

liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACT^RISTIQUE ADDITIONNELLE : N' = r^sidu hexa^thyleneglycol 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 6 : 

TCCATCGCTT CGGGN'AACGA AGCGATGGAG GATGGCATGA CAGTA 4 5 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 7 : 

NOM D'USAGE : 2805 
1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

55 
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liA LONGUEUR: 47 

liB TYPE : acide d6soxyribonucleique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 iD TOPOLOGIE : lin§aire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : N = residu 3-amino-1 .2- 

propane-diol 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEC ID NO : 7 : 

TCCATCGCTT CGGGNNAACG AAGCGATGGA GTTGGCCGCA GTGTTAT 4 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 8 : 

NOM D'USAGE : 2811 
1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 46 

1 iB TYPE : acide d^soxyribonucleique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 iD TOPOLOGIE : lineaire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : N' = residu hexaelhyleneglycol 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 8 : 

TCCATCGCTT CGGGN'AACGA AGCGATGGAG TTGGCCGCAG TGTTAT 4 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 9 : 

NOM D'USAGE : tern 
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1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 861 

liB TYPE : acide desoxyribonucl6ique 

1iC NOMBRE DE BRINS : double 

liD TOPOLOGIE : lin^aire 

liE SOURCE : synthase enzymatique 

liF CARACieRISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 





SEQ ID NO : 9 












20 


ATGAGTATTC 


AACATTTCCG 


TGTCGCCCTT 


ATTCCCTTTT 


TTGCGGCATT 


50 




TTGCCTTCCT 


GTTTTTGCTC 


ACCCAGAAAC 


GCTGGTGAAA 


GTAAAAGATG 


100 




CTGAAGATCA 


GTTGGGTGCA 


CGAGTGGGTT 


ACATCGAACT 


GGATCTCAAC 


150 


25 


AGCGGTAAGA 


TCCTTGAGAG 


TTTTCGCCCC 


GAAGAACGTT 


TTCCAATGAT 


200 




GAGCACTTTT 


AAAGTTCTGC 


TATGTGGCGC 


GGTATTATCC 


CGTGTTGACG 


250 




CCGGGCAAGA 


GCAACTCGGT 


CGCCGCATAC 


ACTATTCTCA 


GAATGACTTG 


300 


30 


GTTGAGTACT 


CACCAGTCAC 


AGAAAAGCAT 


CTTACGGATG 


GCATGACAGT 


350 




AAGAGAATTA 


TGCAGTGCTG 


CCATAACCAT 


GAGTGATAAC 


ACTGCGGCCA 


400 




ACTTACTTCT 


GACAACGATC 


GGAGGACCGA 


AGGAGCTAAC 


CGCTTTTTTG 


450 


35 


CACAACATGG 


GGGATCATGT 


AACTCGCCTT 


GATCGTTGGG 


AACCGGAGCT 


500 




GAATGAAGCC 


ATACCAAACG 


ACGAGCGTGA 


CACCACGATG 


CCTGCAGCAA 


550 




TGGCAACAAC 


GTTGCGCAAA 


CTATTAACTG 


GCGAACTACT 


TACTCTAGCT 


600 


40 


TCCCGGCAAC 


AATTAATAGA 


CTGGATGGAG 


GCGGATAAAG 


TTGCAGGACC 


650 


ACTTCTGCGC 


TCGGCCCTTC 


CGGCTGGCTG 


GTTTATTGCT 


GATAAATCTG 


700 




GAGCCGGTGA 


GCGTGGGTCT 


CGCGGTATCA 


TTGCAGCACT 


GGGGCCAGAT 


750 


45 


GGTAAGCCCT 


CCCGTATCGT 


AGTTATCTAC 


ACGACGGGGA 


GTCAGGCAAC 


800 


TATGGATGAA 
AGCATTGGTA 


CGAAATAGAC 
A 


AGATCGCTGA 


GATAGGTGCC 


TCACTGATTA 


850 
861 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 10 : 

NOM D'USAGE : 1588 

1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 45 

1iB TYPE : acide d6soxyribonuci§ique 

liC NOMBRE DE BRiNS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

liE SOURCE : synthese chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 10 : 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGATT ACCAATGCTT AATCA 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1 1 : 

NOM D'USAGE : 1562 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 18 

liB TYPE : acide d6soxyrlbonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 iD TOPOLOGIE : lineaire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 



1 xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 

SEQ ID NO : 11 : 

ATGAGTATTC AACATTTC 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 12 : 

NOM D'USAGE : 2585 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR MOO 

liB TYPE : acide desoxyribonucl§ique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lin^aire 

liE SOURCE : synthdse chimique 

liF CARACTeRISTIQUE ADOITIONNELLE : neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 12 : 

GTTGGCCGCA GTGTTACTAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC 
TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO ; 13 : 

NOM D'USAGE : DIS5 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 17 

liB TYPE : acide d6soxynbonucl6(que 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lin^aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 13 : 

AGTACTCACC AGTCACA 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 14 : 

NOM D'USAGE : A25 

1 i CARACXeRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 17 

1 iB TYPE : acide d§soxyribonucleique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lin^aire 

1 lE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : n^ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 14 : 
GCACTGCATA ATTCTCT 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 15 : 

NOM D'USAGE : A28 
1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 17 

liB TYPE : acide d6soxyribonucleique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : Iin6aire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO: 15: 

CACTCATGGT TATGGCA 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEC ID NO : 16 : 

NOM D'USAGE : promoteur T3 

1 i CARACT^ RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 18 

liB TYPE : acide d6soxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : Iin6aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTtRlSTlQUE ADDITIONNELLE : neant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 16 : 
AATTAACCCT CACTAAAG 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1 7 : 

NOM D'USAGE : A24 

1i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 45 

liB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : Iin6aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACT^RISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 17 : 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGACC CCGAAGAACG TTTTC 4 5 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 18 : 

NOM D'USAGE : 1028 

1i CARACTeRISTIQUES OE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 19 

1iB TYPE : adde desoxyribonucl6ique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : Iin6aire 

1iE SOURCE : synthese chimique 

1 iF CARAGTeRISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 18 : 

CTCCTTCGGT CCTCCGATC 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 19 : 

NOM D'USAGE : promoteur T7 
1 i CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 18 

liB TYPE : acide desoxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 iD TOPOLOGIE : lineaire 

1 1E SOURCE : synthase chimique 

liF GARACT^RISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

1x1 DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 19 : 

TAATACGACT CACTATAG 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 20 : 

NOM D'USAGE : promoteur SP6 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1IA LONGUEUR: 18 

liB TYPE : acide d^soxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : Iin6aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 



10 



20 



25 



Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 20 ; 

ATTTAGGTGA CACTATAG 18 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 21 : 

NOM D'USAGE : 2799 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 59 

1iB TYPE : acide d^soxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

40 liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

45 Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO :21 : 

iATAiATAi iiiCATTTii TAATACGACT CACTATAGAA AGAGGATGGC 50 
ATGACAGTA 5 9 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 22 : 

NOM D'USAGE : A26 

1i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 16 

1iB TYPE : acide d^soxyribonucleique 

liC N0M8RE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lin§aire 

1iE SOURCE : synthese chimique 

liF CARACT^RISTIQUE AODITIONNELLE : n^ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 22 : 

TACTGTCATG CCATCC 1^ 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 23 : 
NOM D'USAGE : DTA7 

1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 66 

35 liB TYPE : acide desoxyribonuci6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

4Q liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTERtSTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 23 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
GGATGGCATG ACAGTA 66 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEC ID NO : 24 : 

NOM D'USAGE : DTA8 

1i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 67 

1iB TYPE : acide desoxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lin^aire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTtRISTIQUE ADDITiONNELLE : neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 24 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 
GTTGGCCGCA GTGTTAT 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 25 : 

NOM D'USAGE : E220 

1( CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 20 

1iB TYPE : acide desoxyribonucleique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 1D TOPOLOGIE : lin§aire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

1 (F CARACT^RISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

1x1 DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 25 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 26 : 

NOM D'USAGE : DIS8 

1 i CARACTt RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 14 

1 iB TYPE : acide desoxyribonucleique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 iD TOPOLOGIE : lineaire 

liE SOURCE : synthese chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 26 : 
AACGAAGCGA TGGA 

I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 27 : 
NOM D'USAGE : A20 

II CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
liA LONGUEUR: 17 

liB TYPE : acide desoxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

1IE SOURCE : synthese chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

1x1 DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 27 : 

AGAGAATTAT GCAGTGC 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 28 : 

NOM D'USAGE : A19 

1 i CARACreRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 17 

1iB TYPE : acide desoxyhbonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

'5 liF CARACTSRISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 



Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 28 : 

TGCCATAACC ATGAGTG 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 29 : 

30 NOM D'USAGE : site initiation transcription T7 

1i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 6 

35 liB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

40 liE SOURCE : synthdse chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : n^ant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 29: 

GGGAGA 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID fsJO : 30 : 

5 NOM D'USAGE : site initiation transcription T3 

1i CARACTeRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1IA LONGUEUR: 6 

10 liB TYPE : acide d6soxyribonuclelque 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1(D TOPOLOGIE : lin^aire 

^5 liE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTeRlSTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

20 



SEQ ID NO : 30 : 

GGGAGA 

25 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 31 : 

NOM D'USAGE : site Initiation transcription SP6 

1i CARACT^RtSTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 6 

liB TYPE : acide d6soxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lin^aire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

1 1F CARACTeRISTlQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 31 : 

GAAGGG 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 32 : 

NOM D'USAGE : 3531 

1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 54 

liB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

1iG NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lin^aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : aT = nucleoside a-thymidine 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 32 : 

CCAACCACTC ACTCCaTaTaTaTG GAGTGAGTGG TTGGTTACGG ATGGCATGAC 50 
ACTA ^4 



25 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 33 : 

NOM D'USAGE :3116 
1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 44 

1iB TYPE : acide d6soxyhbonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lineaire 

1 1E SOURCE : synthese chimique 

1iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : N = r6sidu 3-amino-1.2-propane- 

diol 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 33 : 

ATGACAGTAC GGTAGGAGGT AGCGAAGCTT TTNCTTCGCT ACCT 4 4 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 34 : 

NOM D'USAGE : 3239 
1i CARACreRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR :51 

liB TYPE : acide d§soxyribonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : Iin6aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACT^RISTIQUE ADDITIONNELLE : N* - r^sidu hexa6thyl6neglycol 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 34 : 

CCAACCACTC ACTCCN ' GGAG TGAGTGGTTG GTTACGGATG GCATGACAGT A 51 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 35 : 

NOM D'USAGE : 3336 
1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR : 62 

lie TYPE : acide d6soxyribonucleique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lin§aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTSRISTIQUE ADDITIONNELLE ; N = residu 3-amino-1.2-propane- 

dlol 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 35 : 

CCAACCACTC ACTCCGCCGG TAANGGCGGA GTGAGTGGTT GGTTACGGAT 50 
GGCATGACAG TA 62 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 36 : 

NOM D'USAGE :3221 

1i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 54 

liB TYPE : adde d6soxyribonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : Iin6aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACT^RISTIOUE ADDITIONNELLE :neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 36 : 

CCAACCACTC ACTCCTTTTG GAGTGAGTGG TTGGTTACGG ATGGCATGAC 50 
AGTA 5 4 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 37 : 

NOMD'USAGE : 3514 
1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1(A LONGUEUR: 52 

1iB TYPE : aclde d§soxyribonucleique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : Iin6aire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTtRISTIQUE ADDITIONNELLE : N' = r6sidu hexaelhyldneglycol 

X = 6-chloro-2-methoxyacrldine 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO :37 : 

XCCAACCACT CACTCCNGGA GTGAGTGGTT GGTTACGGAT GGCATGACAG 50 
TA ^2 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 38 : 

NOM D'USAGE :3516 

1i CARACTeRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR : 55 

liB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lindaire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

1(F CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : X = 6-chloro-2-m6thoxyacndine 

1xt DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 38 : 

MCCAACCACT CACTCCTTTT GGAGTGAGTG GTTGGTTACGGA TGGCATGACA 
GTA 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 39 : 

NOM D'USAGE : 1863 

1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 43 

1 iB TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : neant 

ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 39 : 

TAATACGACT CACTATAGGG AGACTCCTTC GGTCCTCCGAT CG 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 40 : 

NOM D-USAGE : 2434 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 45 

1iB TYPE : acide desoxyribonucl6lque 

liC NOMBRE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : Iin6aire 

liE SOURCE : synthase chimique 

1iF CARACTeRISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 40 : 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGATT ACCAATGCTT AATCA 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 41 : 

NOM D'USAGE : A21 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

liA LONGUEUR: 16 

liB TYPE : acide d^soxyribonucleique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

1 1D TOPOLOGIE : lineaire 

1iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTeRISTIQUE ADDITIONNELLE : n6ant 

1x1 DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 41 : 

GGATGGCATG GACAGTA 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 42 : 

NOM D'USAGE : 2709 

1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 40 

liB TYPE : acide d6soxyribonucleique 

1iC NOM8RE DE BRINS : simple 

1iD TOPOLOGIE : lineaire 

liE SOURCE : synthese chimique 

1iF CARACT^RISTIQUE AODITIONNELLE : n6ant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 42 : 

TAATACGACT CAC7ATAGAA AGAGTTGGCC GCAGTGTTAT 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 43 : 

NOM D'USAGE : 3215 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 35 

liB TYPE : acide desoxyribonucl6ique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

HD TOPOLOGIE : lineaire 

1 1E SOURCE : synthese chimique 

1iF CARACTERISTIQUE AODITIONNELLE : n6ant 

1xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO :43 : 

GGAGTGAGTG GTTGGTTACG GATGGCATGA CAGTA 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 44 : 

NOM D'USAGE : Dis22 

1 i CARACTeRISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 13 

1 iB TYPE : acide desoxyribonucl6ique 

1 iC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

1 iE SOURCE : synthase chimique 

1 iF CARACTERISTIQUE AODITIONNELLE : neant 

ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 

SEQ ID NO : 44 : 

GGAGTGAGTG GTT 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 45 : 

NOMD'USAGE : dis 9 
1i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

1iA LONGUEUR: 12 

1iB TYPE : acide desoxyribonucleique 

1iC NOMBRE DE BRINS : simple 

liD TOPOLOGIE : lineaire 

HE SOURCE : synthase chimique 

liF CARACTERISTIQUE AODITIONNELLE : neant 

ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 



SEQ ID NO : 45 : 
AACGAAGCGA TG 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO 


: 46 : 




NOM D'USAGE : 1960 




It 


CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE : 


1iA 


LONGUEUR : 20 




liB 


TYPE : acide d6soxyribonucl6ique 




liC 


NOMBRE DE BRINS : simple 




1iD 


TOPOLOGIE : lineaire 




liE 


SOURCE : synthase chimique 




1iF 


CARACTeRlSTIQUE ADDITIONNELLE : 


: neanl 


1xi 


DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 





SEQ ID NO : 46 : 

TTGGTATGGCTTCATTCAGC 2 0 



Revendlcations 

1. Oligonucleotide comprenant successivement; de son extrennite 5* vers son extremite 3': 

una premiere partie capable d'auto-appariement pour lomner une structure tige-boucle comprenant un seg- 
ment amont at un segment aval apparles, 

et une seconde partie non susceptible d'auto-appariement, caracterise par le fart que ladite premiere partie 
comprend au molns un agent bloquant, capable da btoquar la replication par une polymerase dudit oligonu- 
cleotide, de fagon qu'au moins une partie du segment aval soit repliquee et de fa5:on que le segment amont 
ne soit replique ni totalement ni partiellement. 

2. Oligonucleotide selon la revendication pr6cedente, caracteris6 par la fait qua ledit agent bloquant est tel que la 
partie susceptible d'etre r6pliqu6e du segment aval a une longueur d'au moins 2 nucleotides, et en particulier d'au 
moins 3 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracteris6 par le fait que t'extr6mite aval 
du segment amont et Textremite amont du segment aval sont reli6s par une boucle. 

4. Oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications prec6dentes, caracterise par le fait que lesdits seg- 
ments amont et aval contiennent chacun de 2 & 30, et en particulier de 3 & 15 nucleotides. 

5. Oligonucleotide selon I'une quelconque des revendications prec6dentes, caracterise par le fait que ledit agent 
bloquant comprend soit au moins un nucleotide modifie non recopiable par une polymerase soit un bras hydro- 
carbone. 

6. Oligonucleotide selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait qu'il contient, enire 
lesdites premiere et deuxidme parties, une troisieme partie contenant la sequence sens d'un promoteur pour une 
ARN polymerase. 

7. Oligonucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le fait que ladite deuxieme partie 
contient de 5 a 40 nucleotides. 

8. Amorce oligonucleotidique destinee a etre utilisee dans un procede d'amplification d'une sequence cible d'un acide 
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nucleique, ladite sequence cible comprenant une sequence aval d'au morns 5 nucleotides, caracterisee par le fait 
qu'elle est constitute par un oligonucleotide tel que ddfini dans Tune quelconque des revendications pr^tdentes, 
et que ladite deuxi^me partie contlent k son extrdmltd 3' une sequence capable de s'hybrider avec ladite sequence 
aval de la cible. 

Proc6d§ d'amplification cyclique d'une sequence cible d'un acide nucleique, ladite sequence cible comprenant ^ 
son extrdmitd 5' une region amont et k son extrSmitt 3' une region aval, comprenant les Stapes consistant k : 

obtenir un polynucleotide simple brin comprenant un premier segment correspondanl k la sequence cible k 
amplifier, un second segment situ6 en amont de I'extr6mit6 5' du premier segment et un troisifeme segment 
situ6 en aval de rextr6mit6 3' du premier segment^ 

ledit second segment dudit polynucleotide simple brin 6tant d6fini de la m§me (agon que la premiere partie d'un 
oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 ^ 7, et ledit troisieme segment dudit polynucleotide 
simple brin ayant une sequence quelconque, 

mettre ledit polynucleotide en presence de : 

(a) une premiere amorce telle que definie dans la revendication 8, capable de s'hybrider avec la region 
aval de la sequence cible, etant entendu qu'au moins la partie aval du segment aval de la premiere partie 
de la premiere amorce est complementaire du troisieme segment du polynucleotide simple brin, 

(b) eventueltement une seconde amorce telle que definie dans la revendication 8, capable de s'hybrider 
avec une region aval de la sequence complementaire de la sequence cible, 

cette region aval etant complementaire de ladite region amont de la sequence cible, etant entendu que 
la premiere partie de la seconde amorce est celle dont le second segment dudit polynucleotide simple 
brin est rhomologue, 

(c) une troisieme amorce dont la sequence est homologue d'au moins une partie aval de la sequence du 
segment aval de ladite premiere partie de la premiere amorce, 

(d) une quatrieme amorce dont la sequence est homologue d'au moins une partie de la sequence du 
segment aval de ladite premiere partie constituant ledit second segment dudit polynucleotide simple brin, 
et (e) un systeme enzymatique contenant au moins une activite de replication dudit acide nucleique et 
une activite de deplacement de brin. 

et taire incuber le melange obtenu dans des conditions permettant I'hybridation et le fonctionnement desdites 
activites enzymatiques. 

0. Precede selon la revendication 9, caracterise par le lait que ladite premiere amorce est telle que definie dans la 
revendication 6, que ledit polynucleotide simple brin contient, entre son premier segment et son troisieme segment, 
un quatrieme segment complementaire de ladite sequence sens contenue dans la premiere amorce, et par le fait 
que ledit systeme enzymatique contient en outre une activite d'ARN polymerase sous la dependance dudit pro- 
mote ur. 

1. Precede selon la revendication 9 ou 10, caracterise par le fait que la seconde amorce est presente et est telle que 
definie dans la revendication 6, que ledit polynucleotide simple brin contient. entre son premier segment et son 
deuxieme segment, un segment supplementaire dont la sequence est ceile de la sequence sens contenue dans 
la deuxieme amorce, et que ledit systeme contient en outre une activite d'ARN polymerase sous la dependence 
dudit promoteur correspondant a cette sequence sens contenue dans la deuxieme amorce. 



46 



EP 0 713 922 A1 



FIG. 1 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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FIG. 5 (suite) 
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FIG. 7 
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FIG. 8 
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FIG. 9 
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FIG. 10 
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FIG. 11 
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